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Bei	 Früh-	 und	 Neugeborenen	 treten	 häufig	 Infektionen,	 eine	 Sepsis	 oder	 ein	 septischer	
Schock	 auf,	 verbunden	mit	 einer	 hohen	 Rate	 an	Morbidität	 und	Mortalität.	 Aufgrund	 der	
Tatsache,	 dass	 die	 Frühgeburtlichkeit	 der	wichtigste	 Risikofaktor	 für	 neonatale	Morbidität	
und	Mortalität	ist	und	aktuell	mehr	als	jede	zehnte	Geburt	eine	Frühgeburt	ist,	besteht	ein	
großes	 Interesse	 daran	 die	 Inflammationszustände	 in	 den	 Feten	 sowie	 Neugeborenen	 zu	
lindern	und	somit	die	Frühgeburtlichkeit,	Morbidität	und	Mortalität	zu	verbessern.		
Zunächst	wurde	das	murine	Amnioninfektionsmodell	so	weiterentwickelt,	dass	verschiedene	
potentiell	 anti-inflammatorische/immunmodulierende	 Substanzen	 in	 vivo	 getestet	 werden	
können.	 Durch	 eine	 intraperitoneale	 LPS-Injektion	 wurde	 in	 der	 schwangeren	 Maus	 eine	
Inflammation	 ausgelöst,	 die	 auf	 die	 Feten	übertragen	wurde.	Nachdem	der	 Phänotyp	und	
das	Ausmaß	der	dadurch	verursachten	Inflammation	des	Feten	ausreichend	untersucht	war,	
wurde	 das	 anti-inflammatorische	 Potential	 der	 natürlichen	 Gallensäure	








Von	makroskopischer	 bis	mikroskopischer	 Ebene	war	 der	 pro-inflammatorische	 Effekt	 von	
LPS	und	der	anti-inflammatorische	Effekt	von	TUDCA	zu	detektieren.	Durch	die	zusätzliche	
Applikation	von	TUDCA	zum	LPS	konnte	eine	signifikante	Reduzierung	der	Frühgeburtenrate	
und	 eine	 signifikante	 Steigerung	 der	 Überlebenswahrscheinlichkeit	 im	 Vergleich	 zu	 LPS	
beobachtet	werden.	Der	anti-inflammatorische	Effekt	von	TUDCA	spiegelte	sich	auch	in	der	
reduzierten	 Anzahl	 an	 adhärenten	 und	 infiltrierten	 Neutrophilen	 sowie	 reduzierten	
Expression	pro-inflammatorischer	Marker	 im	Gewebe	und	im	Plasma	wider.	Die	Ergebnisse	
der	 Arbeit	 deuten	 darauf	 hin,	 dass	 Neutrophile	 Granulozyten	 und	 Endothelzellen	 anti-




Da	 eine	 konsistente	 signifikante	 Linderung	 des	 ER-Stresses	 im	 Feten	 nicht	 zuverlässig	
nachgewiesen	 werden	 konnte,	 ist	 ein	 zytokinvermittelter	 anti-inflammatorischer	 Effekt	
durch	die	Hemmung	des	maternalen	ER-Stresses	denkbar.	Auch	andere	Signalwege	sind	zu	
diskutieren.	 Beispielsweise	 könnte	 die	 Bindung	 von	 TUDCA	 an	 den	 TGR5-Rezeptor	 zur	
Aktivierung	eines	anti-inflammatorischen	Signalwegs	führen.	







Prematurity	 is	 the	 most	 prominent	 risk	 factor	 for	 neonatal	 diseases	 and	 neonatal	 death.	
Currently	more	than	every	10th	birth	is	a	premature	birth.	Especially	among	very	immature	
infants,	 infection	and	sepsis	are	still	the	leading	causes	for	mortality	and	morbidity.	Hence,	





and	 immunomodulatory	 substances	 in	 vivo.	 Intraperitoneal	 injection	 of	 LPS	 triggered	
inflammation	 in	 the	 pregnant	 mouse,	 which	 was	 transferred	 to	 the	 foetuses.	 After	





4.	 Investigations	 of	 molecular	 mechanisms	 of	 TUDCA	 in	 different	 cell	 types	 (neutrophil	
granulocytes	and	endothelial	cells)		
	
Using	 the	 chorioamnionitis	 model	 TUDCA	 was	 able	 to	 inhibit	 LPS	 induced	 foetal	
inflammation	 at	 all	 experimental	 levels.	 TUDCA	 in	 addition	 to	 LPS	 significantly	 reduced	
premature	 birth	 and	 increased	 survival	 compared	 to	 LPS.	 Furthermore,	 the	 anti-
inflammatory	effect	of	TUDCA	was	also	demonstrated	by	a	 lower	number	of	adherent	and	
infiltrated	 neutrophils	 and	 a	 reduced	 expression	 of	 pro-inflammatory	markers	 in	 tissue	 as	
well	as	plasma.	Based	on	the	experimental	results,	neutrophil	granulocytes	and	endothelial	
















Die	 Frühgeburtlichkeit	 ist	 die	wichtigste	Ursache	 für	 neonatale	Morbidität	 und	Mortalität.	
Nach	 den	 aktuellen	 Daten	 der	 WHO	 von	 2018	 ist	 mehr	 als	 jede	 zehnte	 Geburt	 eine	
Frühgeburt	[1].	Trotz	des	medizinischen	Fortschritts	in	der	Neugeborenenmedizin	bleibt	die	




Infektionen,	 Sepsis	 und	 septischer	 Schock	 sind	 besonders	 bei	 sehr	 kleinen	 und	 unreifen	
Kindern	mit	einer	hohen	Rate	an	Morbidität	und	Mortalität	verbunden	[2,	6].	Dies	liegt	unter	
anderem	 an	 der	 Unreife	 des	 angeborenen	 Immunsystems.	 Frühchen	 (<	 37	
Schwangerschaftswochen	 (SWS))	 sind	 insbesondere	 auf	 das	 angeborene	 Immunsystem	
angewiesen,	da	das	adaptive	Immunsystem	noch	nicht	gebildet	bzw.	ausgereift	ist.	Die	fetale	
Immunsuppression	 ist	 während	 der	 Schwangerschaft	 die	 Basis	 für	 die	 fetomaternale	




Die	 veränderte	 Immunbalance	 des	 Feten	 erweist	 sich	 jedoch	 bei	 Frühgeborenen	 als	
nachteilig,	 da	 der	 Schutz	 durch	 das	 maternale	 Immunsystem	wegfällt	 und	 sie	 nun	 einem	
hohen	Grad	an	Pathogenen	ausgesetzt	sind.	Bis	zu	60	%	der	extrem	kleinen	Frühgeborenen	
(<	 28	 SWS	 und	 /	 oder	 <	 1000	 g	 Geburtsgewicht)	 leiden	 an	 einer	 bakteriellen	 Sepsis	 im	
Vergleich	 zu	 2	 %	 der	 reifen	 Neugeborenen	 (>	 37	 SWS)	 [7].	 Diese	 Zahlen	 deuten	 auf	 eine	
Ausreifung	 des	 Immunsystems	 im	 Laufe	 der	 Gestation	 hin.	 Des	 Weiteren	 zeigen	 diverse	
Studien	 eine	 deutliche	 Reduktion	 des	 Mortalitätsrisikos	 mit	 jeder	 zusätzlichen	
Gestationswoche	 und	 höherem	 Geburtsgewicht	 [4].	 Die	 komplexe	 ontogenetische	







zu	 klären.	 Häufige	 maternale	 Ursachen	 sind	 unter	 anderem	 ein	 vorzeitiger	 Blasensprung,	
Plazentainsuffizienz,	 oder	 -ablösung,	 Uterusruptur,	 vorzeitige	 Wehen,	
Schwangerschaftsgestose,	Anämien,	Präeklampsie,	uteroplazentale	Vaskulopathie,	Plazenta	
praevia,	Infektionen	wie	z.	B.	das	Amnioninfektionssyndrom,	Diabetes	oder	auch	chronischer	
Stress	 [8].	 Fetale	 Ursachen	 können	 eine	 Mangelentwicklung,	 Chromosomenstörungen,	
Fehlbildung	 oder	 Mehrlingsschwangerschaften	 sein	 [9,	 10].	 Mögliche	 Probleme	 und	
Folgeschäden	 von	 Frühgeborenen	 sind	 unter	 anderem	 Atemwegserkrankungen	
(Atemnotsyndrom,	 Apnoen),	 Nierenunterfunktion,	 Hirnblutungen,	 nekrotisierende	




Sepsisfälle	 (62	 %)	 werden	 durch	 gram-positive	 Bakterien	 wie	 z.	 B.	 Streptokokken	 oder	





Die	 Leukozytenrekrutierung	 ist	 ein	wesentlicher	 Bestandteil	 der	 zellulären	 Immunantwort.	
Wie	 wichtig	 eine	 funktionierende	 Leukozytenrekrutierung	 ist,	 wird	 anhand	 der	 LAD	 ΙΙ	
(Leukocyte	 Adhesion	 Deficiency	 ΙΙ)-Krankheit	 deutlich,	 die	 unter	 anderem	 zu	
Entwicklungsfehlern	 und	 einem	 Immundefekt	 führen	 kann	 [13].	 Die	 Rekrutierung	 von	
Leukozyten	 folgt	 einer	 definierten	 Kaskade	 von	 Ereignissen	 [14].	Nach	 der	 Erkennung	 und	
Registrierung	 von	 eindringenden	 Pathogenen	 werden	 Leukozyten	 stimuliert,	 um	 die	
Entzündungsursache	zu	bekämpfen.	Dieser	mehrstufige	Prozess	beginnt	mit	dem	Einfangen	
von	 freifließenden	 zirkulierenden	 Leukozyten	 vornehmlich	 aus	 postkapillären	 Venolen	 in	
unmittelbarer	Nähe	des	entzündeten	Gewebes	[15].	Die	Leukozytenrekrutierungskaskade	ist	






Abbildung	 1	 Leukozytenrekrutierungskaskade.	Die	mehrstufige	Rekrutierungskaskade	wurde	beispielhaft	 für	
einen	 Neutrophilen	 Granulozyten	 dargestellt.	 Die	 Kaskade	 startet	 mit	 dem	 Einfangen	 freifließender	
zirkulierender	Neutrophile	aus	dem	Blutstrom,	gefolgt	von	Selektin-abhängigem	Rollen	und	Chemokin-	sowie	
Integrin-abhängiger	 Adhäsion.	 Nach	 der	 Transmigration	 folgt	 der	 Neutrophile	 Granulozyt	 einem	
Chemokingradienten	 zum	 Entzündungsherd.	 Entwicklungsbedingte	 Veränderungen	 der	 Expression	 von	
Adhäsionsmolekülen	wurden	 in	der	Abbildung	mittels	Fußnoten	wie	folgt	dargestellt	 (Expression	vom	Fetus	/	
Frühchen	im	Vergleich	zu	der	Expression	im	Erwachsenen):	a	L-Selektin:	reduziert	[16-20],	unverändert	[21];	E-





vermittelt	 wird,	 die	 an	 ihre	 jeweiligen	 Liganden	 binden	 wie	 z.	 B.	 P-selectin	 glycoprotein	
ligand	1	(PSGL-1),	CD44	oder	E-selectin	ligand	1	(ESL-1)	[30-32].	Die	drei	bekannten	Selektine	
sind	 L-,	 P-	 und	 E-Selektin.	 L-Selektin	 ist	 auf	 Leukozyten	 exprimiert,	 wohingegen	 E-	 und	 P-
Selektin	 nach	 einer	 Entzündung	 auf	 Endothelzellen	 exprimiert	 werden.	 P-Selektin	 wird	
zusätzlich	 auch	 auf	 aktivierten	 Thrombozyten	 exprimiert	 [14].	Durch	 pro-inflammatorische	
Mediatoren	 (wie	 z.	 B.	 Zytokine	 oder	 Lipopolysaccharide	 (LPS))	wird	 das	 Endothel	 aktiviert	
und	 Adhäsionsmoleküle	 werden	 hochreguliert,	 wodurch	 die	 Leukozyten	 durch	 die	
Interaktion	der	Selektine	und	deren	Liganden	an	der	Gefäßwand	adhärieren.	Die	Interaktion	
von	 Selektinen	 und	 Chemokinen	 mit	 ihren	 entsprechenden	 Rezeptoren	 führt	 zu	 der	
Aktivierung	 von	 Integrinen	 (z.	 B.	macrophage	antigen	 1	 (Mac-1)	 und	 lymphocyte	 function-
associated	 antigen	 1	 (LFA-1)),	 die	 wiederum	 an	 ihre	 endothelialen	 Liganden	 (intercellular	
adhesion	molecule	1	(ICAM-1),	vascular	cell	adhesion	molecule	1	(VCAM-1)	und	receptor	for	
advanced	glycation	endproducts	 (RAGE))	binden	 [33].	Dies	 führt	 zum	weiteren	Abbremsen	
der	Leukozyten	und	schlussendlich	zur	 festen	Adhäsion	[34].	Die	feste	Leukozytenadhäsion	




vermittelt,	 die	 durch	 eine	 Balance	 zwischen	 permanentem	 inside-out	 signalling	
(intrazelluläres	 Signalling	 aktiviert	 zelloberflächen	 Rezeptoren)	 und	 outside-in	 signalling	
(durch	die	Bindung	von	 Integrinen	an	deren	Liganden	 induziertes	 intrazelluläres	Signalling)	
aufrechterhalten	wird	[14,	35-37].	Anschließend	wird	das	sogenannte	spreading	(Spreizung)	
der	 Leukozyten	 durch	 eine	 Integrin-vermittelte	 Reorganisation	 des	 Aktin-Zytoskeletts	
initiiert,	 gefolgt	 vom	 Kriechen	 (crawling)	 der	 Leukozyten	 entlang	 des	 Endothels,	 um	 eine	
geeignete	Stelle	zur	Transmigration	hinein	ins	entzündete	Gewebe	zu	finden	[38,	39].	Durch	
intravaskuläre	 Chemokingradienten	 werden	 die	 Leukozyten	 anschließend	 zum	
Entzündungsherd	geleitet.	Die	Transmigration	hängt	von	vielen	verschiedenen	Faktoren	ab	
[40],	 wie	 z.	 B.	 der	 Verteilung	 und	 Dichte	 von	 Integrin-Liganden,	 Lockstoffen	 und	 anderen	
Zytokinen	 sowie	 von	den	 Liganden	der	Adhäsionsmoleküle	 [41].	 Es	 gibt	 zwei	 verschiedene	
Arten	 der	 Transmigration:	 Parazellulär	 an	 endothelialen	 Grenzen	 (70	 –	 90	%)	 oder	
transzellulär	[30].	Nach	der	transendothelialen	Zellmigration	(transendothelial	cell	migration	
=	 TEM)	 haben	 die	 Leukozyten	 einen	 veränderten	 Phänotyp,	 eine	 erhöhte	 Überlebensrate	
und	 eine	 verbesserte	 Fähigkeit	 Pathogene	 zu	 eliminieren	 [30].	 Für	 eine	 ausreichende	
Diapedese	 sind	 eine	 Schwächung	 der	 endothelialen	 Zell-Zell-Verbindungen	 und	 eine	
Erhöhung	des	zytosolischen	freien	Calciums	erforderlich	[42].	Die	Transmigrationsstelle	kann	
vom	 Zustand	 der	 Zell-Zell-Verbindungen	 abhängen,	 sodass	 die	 Leukozyten	 wahrscheinlich	
den	 kürzesten	 Weg	 mit	 dem	 geringsten	 Widerstand	 in	 einem	 akzeptablen	 Bereich	
verwenden.	Basierend	auf	einem	Review	von	Vestweber	sind	in	der	folgenden	Tabelle	1	die	
















E-Selektin	 PSGL-1,	CD44,	ESL-1	 Keinen	 Einfangen,	Rollen,	Integrinaktivierung	P-Selektin	 PSGL-1	 Keinen	 Einfangen,	Rollen,	Integrinaktivierung	ICAM-1	 LFA-1,	Mac-1	 Keinen	 Rollen,	Adhäsion,	crawling	VCAM-1	 VLA-4	 Keinen	 Rollen,	Adhäsion,	crawling	RAGE	 Mac-1	 Keinen	 Adhäsion,	crawling,	Transmigration	ICAM-2	 LFA-1,	Mac-1	 Keinen	 crawling,	Initiieren	der	Diapedese	JAM-A	 LFA-1	 JAM-A	 Leukodiapedese	JAM-B	 VLA-4	 JAM-B,	JAM-C	 Verhinderung	umgekehrter	TEM	JAM-C	 Mac-1	 JAM-C,	JAM-B	 Verhinderung	umgekehrter	TEM	ESAM	 Nicht	bekannt	 ESAM	 Diapedese	PECAM-1	 PECAM-1	 PECAM-1	 Vorantreiben	von	TEM	CD99	 CD99	 CD99	 Vorantreiben	von	TEM	CD99L2	 CD99L2	 CD99L2	 Vorantreiben	von	TEM	VE-Cadherin	 Keinen	 VE-Cadherin	 Verhinderung	der	Diapedese	
*Lage	und	Funktion	von	Schlüssel-Adhäsionsmolekülen	und	deren	Liganden	[33,	43,	44].	ESAM:	endothelial	cell-
selective	adhesion	molecule,	CD99L2:	CD99	antigen-like	protein	2,	JAM:	junctional	adhesion	molecule,	PECAM-








Für	die	 gezielte	 Prävention	und	Therapie	 von	 schweren	 Infektionen	 Frühgeborener	 ist	 das	
Verständnis	 des	 fetalen	 angeborenen	 Immunsystems	 von	 entscheidender	 Bedeutung.	 Das	
Immunsystem	von	Frühgeborenen	besitzt	noch	kein	ausgereiftes	Komplementsystem,	 kein	
immunologisches	 Gedächtnis	 und	 daher	 nicht	 die	 Fähigkeit	 gegen	 eindringende	 Erreger	
spezifische	 Antikörper	 zu	 bilden.	 Die	 hohe	 Anfälligkeit	 von	 Frühgeborenen	 für	 schwere	
Infektionen	 und/oder	 eine	 Sepsis	 wird	 unter	 anderem	 einer	 gestörten	 Rekrutierung	 von	
Leukozyten	in	der	Fetalzeit	zugeschrieben	[45].	Des	Weiteren	liegt	es	auch	an	dem	geringen	
Anteil	 von	 Neutrophilen	 Granulozyten	 an	 den	 kernhaltigen	 Blutbestandteilen	 (<	 2	 %)	 im	
fetalen	Stadium	E14.	Dies	steigt	jedoch	kontinuierlich	bis	zu	20	%	bereits	bei	E18	an	[46].	Die	
reduzierte	 fetale	 Leukozytenrekrutierung	 und	 Chemotaxis	 wird	 hauptsächlich	 durch	 eine	
geringere	 Expression	 von	 leukozytären	 Adhäsionsmolekülen	 und	 einer	 geringeren	
Produktion	 von	 Zytokinen	 erklärt	 [16,	 47,	 48].	 Dies	 wird	 in	 Tabelle	 2	 deutlich.	 Es	 ist	 ein	
Vergleich	 der	 Expressionsprofile	 der	 leukozytären	 Adhäsionsmoleküle	 von	 Feten	 und	




Früh-	 sowie	 Neugeborenen	 in	 vitro	 validiert.	 Buschmann	 et	 al.	 zeigten,	 dass	 RAGE,	 ein	




Chemotaxis	 in	 Neugeborenen	 im	 Vergleich	 zu	 Erwachsenen	 beschrieben	 [23,	 45,	 49].	 Des	
Weiteren	 zeigte	 sich,	 dass	 die	 Ausreifung	 der	 zellulären	 Immunantwort	 in	 Frühchen	
langsamer	und	später	vonstattengeht	als	in	reifen	Neugeborenen	[45].	Ebenfalls	wurde	eine	
geringere	 Expression	 von	 L-,	 P-	 und	 E-Selektin	 in	 reifen	 Neugeborenen	 im	 Vergleich	 zu	
Kindern	 und	 Erwachsenen	 in	 vitro	 und	 in	 vivo	 nachgewiesen	 [17,	 22,	 25].	 In	 den	meisten	






































































Abschließend	 lässt	 sich	 sagen,	 dass	 der	 Nettoeffekt	 der	 gestationsabhängigen	
Hochregulation	 der	 Adhäsionsmoleküle	 zu	 einer	 funktionalen	 Verbesserung	 der	







Trotz	 des	 technischen	 Fortschritts	 ist	 derzeit	 eine	 in	 vivo-Analyse	 der	
Leukozytenrekrutierung	 von	 humanen	 neonatalen	 Zellen	 nicht	 möglich.	 Daher	 wurde	 die	
fetale	 Leukozytenrekrutierung	 bisher	 hauptsächlich	 in	 vitro	 unter	 Verwendung	 von	
Leukozyten	 und	 Endothelzellen	 (EC)	 in	 dynamischen	 Flusskammer-	 oder	
Transmigrationsassays	 untersucht	 [22,	 28,	 33,	 51,	 52].	 Insgesamt	 gibt	 es	 nur	 wenige	
publizierte	 in	 vivo-Studien	 bzgl.	 der	 fetalen	 Leukozytenrekrutierung	 in	 Tieren,	 die	
überwiegend	nicht	in	Säugetieren	durchgeführt	wurden	[53,	54].	Von	Adrian,	Sperandio	und	
Frommhold	entwickelten	ein	einmaliges	intravitalmikroskopisches	Mausmodell,	um	das	Roll-	
und	 Adhäsionsverhalten	 von	 Leukozyten	 während	 verschiedener	 Stadien	 der	 fetalen	
Entwicklung	 (E13	–	18)	 in	den	Dottersackgefäßen	 in	vivo	 in	der	Maus	zu	visualisieren	 [23].	
Die	 Visualisierung	 der	 Leukozytenrekrutierung	 funktioniert	 in	 diesem	 Modell	 durch	 eine	
Insertion	 von	 GFP	 in	 den	 Lysozym	 M	 (lys)	 Genlocus,	 der	 spezifisch	 für	 Neutrophile	 und	
Monozyten	 ist.	Mit	Hilfe	 eines	 Fluoreszenzmikroskops	 ist	 es	 so	möglich	 das	Verhalten	 der	
GFP-markierten	 Leukozyten	 in	 fetalen	 Gefäßen	 in	 Echtzeit	 zu	 betrachten.	 Dazu	 wird	 ein	
Eingriff	ähnlich	eines	Kaiserschnitts	bei	einer	schwangeren	Maus	durchgeführt,	bei	dem	ein	
Uterushorn	 freigelegt,	ein	Fetus	 isoliert	und	der	 fetale	Dottersack	 freipräpariert	wird.	Dies	
birgt	viele	Schwierigkeiten,	da	der	Dottersack	sehr	fragil	ist	und	leicht	einreißen	kann.	Diese	
Tierart	 entspricht	 einem	 guten	 Modellorganismus	 für	 diese	 Forschungsrichtung,	 da	 der	
Ablauf	 einer	 Schwangerschaft	 im	 Prinzip	 auf	 den	Menschen	 übertragbar	 und	 die	 Plazenta	
der	Maus	vom	Aufbau	her	 identisch	zu	der	des	Menschen	 ist	 [55,	56].	Es	sind	 jedoch	auch	
immunologische	 Unterschiede	 vorhanden	 [57,	 58].	 Diese	 mikrochirurgische	 und	
mikroskopische	Methode	 ist	 technisch	sehr	anspruchsvoll	und	die	Anwendung	von	klinisch	
relevanten	Bedingungen	schwierig	[59],	aufgrund	dessen	gibt	es	nur	wenige	Arbeitsgruppen,	
die	 diese	Methode	durchführen	 können.	Darüber	 hinaus	 ist	 die	 Erforschung	 der	 zugrunde	
liegenden	 Mechanismen	 der	 Leukozytenrekrutierung	 aufgrund	 des	 limitierten	
Probenvolumens	nur	begrenzt	möglich	[22,	47,	48].	Obwohl	unser	Wissen	und	Verständnis	
bzgl.	 des	 fetalen	 und	 frühen	 neonatalen	 Immunsystems	 immer	 größer	 wird,	 sind	 die	
Behandlungsmöglichkeiten	der	Frühchen	immer	noch	limitiert,	da	pharmakologische	Studien	
zur	 Testung	 neuer	 Substanzen	 vorwiegend	 bei	 Erwachsenen	 mit	 einem	 vollständig	
ausgereiften	 adaptiven	 Immunsystem	 durchgeführt	 werden.	 Aus	 diesem	 Grund	 werden	









hoch	 prädiktive	 Biomarker	 zu	 identifizieren	 [12].	 Blutkulturen	 stellen	 immer	 noch	 den	
Goldstandard	der	Diagnoseverfahren	dar,	 liefern	allerdings	häufig	keine	positiven	Befunde.	
Außerdem	 werden	 auch	 Liquor	 cerebrospinalis,	 Urin,	 Röntgenaufnahmen	 sowie	 Abstriche	
untersucht,	 sind	 jedoch	 häufig	 nicht	 aussagekräftig	 genug.	 Anhaltspunkte	 auf	 eine	
Entzündung	im	Körper	zeigen	beispielsweise	der	CRP	(C	reaktives	Protein)-Wert,	die	Anzahl	









geringen	 Konzentrationen	 im	 Menschen	 natürlich	 vorkommende	 Gallensäure	 und	 gehört	
wie	alle	anderen	Gallensäuren	zur	Gruppe	der	Steroide.	In	den	Hepatozyten	der	Leber	wird	
aus	 Cholesterol	 die	 primäre	 Gallensäure	 Cholsäure	 gebildet	 und	 in	 der	 Gallenblase	
zwischengelagert.	Durch	bakterielle	Prozesse	werden	die	primären	Gallensäuren	im	Darm	zu	
sekundären	 Gallensäuren	 wie	 z.	 B.	 UDCA,	 woraus	 nach	 Konjugation	 mit	 Taurin	 TUDCA	
entsteht,	 umgewandelt.	 Gallensäuren	 dienen	 als	 Bestandteil	 der	 Gallenflüssigkeit	 als	
natürliche	 Emulgatoren	 zur	 Fettverdauung.	 Ihr	 Wirkungsort	 ist	 im	 Duodenum	 und	
anschließend	werden	sie	im	terminalen	Ileum	wieder	resorbiert	und	dem	enterohepatischen	
Kreislauf	 zurückgeführt.	 Im	 Gegensatz	 zu	 den	 meisten	 Gallensäuren,	 die	 aufgrund	 ihrer	









In	 der	 traditionellen	 chinesischen	 Medizin	 (TCM)	 wurden	 Gallensäfte	 schon	 seit	
Jahrhunderten	 verwendet.	 Vornehmlich	 wurden	 sie	 Schwarzbären	 entnommen,	 die	 eine	
höhere	 Konzentration	 der	 hydrophilen	 Gallensäuren	 haben.	 Die	 Konzentration	 von	 UDCA	
innerhalb	der	Gallensäfte	ist	beim	Schwarzbären	mit	fast	40	%	viel	höher	als	beim	Menschen	
(≤	5	%)	[62].	Die	Analyse	von	Gallensäurekonzentrationen	im	Menschen,	der	Ratte	und	der	
Maus	 zeigten,	 dass	 der	 Mensch	 die	 niedrigste	 (2,7	 nM)	 und	 die	 Maus	 die	 höchste	
Konzentration	 von	 TUDCA	 im	 Serum	 (17	 nM)	 aufwies.	 Hierbei	 ist	 zu	 beachten,	 dass	 in	





zellprotektiv	 sowie	 anti-apoptotisch	 wirkt	 und	 einen	 positiven	 Einfluss	 auf	 Herz-Kreislauf-
Erkrankungen,	 neurodegenerative	 Erkrankungen	 sowie	metabolische	 Erkrankungen	 hat.	 In	
vielen	 Studien	werden	UDCA	und	 TUDCA	 als	 potentielle	 Inhibitoren	 der	Apoptose	 anhand	
von	 Interaktionen	mit	 dem	mitochondrialen	Weg	 des	 Zelltods,	 durch	 eine	 Hemmung	 der	
Produktion	von	radikalen	Sauerstoffspezies	und	durch	die	Reduktion	von	ER-Stress	sowie	der	
Caspase-Aktivierung	 bezeichnet	 [66].	 In	 den	 meisten	 Studien	 wurde	 TUDCA	 bzgl.	
neurodegenerativer	 Erkrankungen	 erforscht	 und	 es	 zeigte	 sich,	 dass	 es	 neuroprotektive	
Eigenschaften	besonders	durch	die	Hemmung	von	Apoptose	aufweist.	TUDCA	 inhibiert	die	
Apoptose	 durch	 die	 regulierende	 Wirkung	 auf	 die	 Stabilisierung	 der	 mitochondrialen	
Membran,	 auf	die	B	 cell	 lymphoma	 2	 (Bcl-2)-assoziierte	Protein	X	 (BAX)-Translokation,	 auf	







Faktoren	 wurden	 als	 Schlüsselkomponenten	 von	 verschiedenen	 Krankheiten	 identifiziert	
[67].	Das	chemische	Chaperon	TUDCA	soll	außerdem	durch	Stabilisierung	der	Proteinfaltung	
und	durch	Beeinflussung	der	unfolded	protein	response	 (UPR)-Kaskade	(über	den	activated	
trancription	 factor	 6)	 den	 ER-Stress	 lindern	 [66].	 Miller	 et	 al.	 zeigten,	 dass	 TUDCA	
zytoprotektive	 Effekte	 hat	 und	 dass	 es	 so	 das	 Zellüberleben	 positiv	 beeinflusst	 [68].	 Dies	
geschieht	 aufgrund	der	Reduzierung	der	Apoptose	durch	Hemmung	von	BAD,	welches	ein	
pro-apoptotisches	Protein	 ist,	das	 zur	Hemmung	des	anti-apoptotischen	Bcl-2	 führt.	Wenn	
BAD	 nun	 phosphoryliert	 und	 somit	 inaktiviert	 ist,	 kann	 es	 nicht	 mit	 Bcl-2	 assoziieren,	
wodurch	 Bcl-2	 mit	 BAX	 assoziieren	 kann,	 welches	 schlussendlich	 zu	 einem	 gesteigerten	
Zellüberleben	 führt.	 Durch	 Zugabe	 von	 ER-Stressoren	 wie	 Tunicamycin	 oder	 Thapsigargin	
kann	BAD	wieder	dephosphoryliert	und	der	Effekt	von	TUDCA	rückgängig	gemacht	werden.	
In	 anderen	 Studien	 wurde	 gezeigt,	 dass	 TUDCA	 auch	 über	 den	 MAPK-Signalweg	 das	
Zellüberleben	fördert.	Schoemaker	et	al.	zeigten,	dass	TUDCA	den	p38-	sowie	ERK-	mitogen-
activated	protein	kinases	(MAPKs)-Signalweg	aktivieren	kann	[68,	69].	In	Abbildung	3	sind	die	








Abbildung	 3	 Darstellung	 der	Wirkungsorte	 von	 TUDCA.	 In	 verschiedenen	Studien	wurde	der	 facettenreiche	
Einfluss	von	TUDCA	auf	u.	a.	die	Mitochondrien,	das	endoplasmatische	Retikulum,	den	Nucleus	und	den	Golgi-
Apparat	 dargestellt.	 Diese	 Interaktionen	 erwiesen	 sich	 als	 u.	 a.	 zytoprotektiv,	 anti-apoptotisch	 und	 anti-
inflammatorisch	(Abbildung	aus	[67]).	
	
Gallensäuren,	 unter	 anderem	 TUDCA,	 sind	 Liganden	 für	 G-Protein-gekoppelte-Rezeptoren	
(GPCRs)	 wie	 der	 Takeda-G-protein-receptor-5	 (TGR5),	 der	 nukleäre	 Hormonrezeptor	
Farnesoid	 X	 Receptor	 (FXR)	 oder	 wie	 der	 Formyl	 Peptide	 Receptor	 (FPR)	 und	 können	 die	
nachfolgenden	 Signalwege	 aktivieren	 [70].	 Es	 wurde	 gezeigt,	 dass	 durch	 die	 Aktivierung	
dieser	 drei	 Signalwege	 nicht	 nur	 die	 Synthese	 und	 der	 enterohepatische	 Kreislauf	 der	
Gallensäuren	beeinflusst	wird,	sondern	auch	Triglyceride,	Cholesterol	sowie	die	Energie-	und	
Glukose-Homöostase.	Die	Aktivierung	von	FXR	schützt	vor	einer	toxischen	Akkumulation	der	
Gallensäuren,	 es	 beeinflusst	 den	 enterohepatischen	 Zyklus,	 führt	 zu	 einer	 gesenkten	
Gallensäure-Synthese	 und	 einer	 gesteigerten	 Konjugation	 von	 Gallensäuren.	 Außerdem	
beeinflusst	 es	 den	 Cholesterol-Metabolismus	 (durch	 eine	 Steigerung	 des	 LDL-Cholesterol-
Serumwerts	sowie	durch	eine	Senkung	des	HDL-Cholesterol-Serumwerts),	es	beeinflusst	den	
Triglycerin-Metabolismus	 (durch	 Senkung	 des	 TG-Serumwertes)	 und	 es	 beeinflusst	 	 den	





Die	 Aktivierung	 von	 TGR5	 hingegen	 beeinflusst	 die	 Energie-Homöostase	 durch	 eine	
Erhöhung	 des	 Energieverbrauchs	 (Muskeln,	 braunes	 Fettgewebe),	 zusätzlich	 beeinflusst	 es	
den	Glukose-Metabolismus	durch	eine	gesteigerte	Inkretin-Freisetzung.	Die	Aktivierung	von	
TGR5	zeigte	 sich	allerdings	auch	als	protektiv	bei	Hepatozyten	und	als	 immunmodulierend	
[70].	 Ebenfalls	 wurden	 potentielle	 Effekte	 auf	 die	 Zellproliferation	 sowie	 Apoptose	
beschrieben	 [71].	Außerdem	wurden	auch	anti-inflammatorische	Eigenschaften	dieser	drei	
Rezeptortypen	beschrieben.	Beispielsweise	wurde	postuliert,	dass	durch	Aktivierung	von	FPR	
die	 humane	 Leukozyten-Chemotaxis	 sowie	 die	 Expression	 von	 IL-1,	 IL-6	 und	 TNF	 alpha	
gehemmt	wurde	[72].	












Früh-	 und	 Neugeborenen,	 die	 nach	 wie	 vor	 zu	 erheblicher	 Morbidität	 und	 Mortalität	 in	
dieser	 Altersgruppe	 führt.	 Im	 Amnioninfektionsmodell	 der	Maus	 sollte	 eine	 vergleichbare	
Infektion	simuliert	werden,	um	neue	potenziell	anti-inflammatorische	Substanzen	zu	testen.		
-	Untersuchung	der	Inflammation	im	Amnioninfektionsmodell	in	vivo	sowie	in	vitro		
Der	 Grad	 der	 Inflammation	 sollte	 auf	 unterschiedlichen	 Ebenen	 in	 vivo	 (Organismus,	
Gewebe,	 Proteine,	 mRNA)	 mittels	 verschiedener	 Methoden	 (Überlebensanalysen,	
Intravitalmikroskopie,	 Histologie,	 Durchflusszytometrie,	 qPCR)	 verifiziert	 werden.	 Es	 sollte	
die	Analyse	der	 Leukozytenrekrutierung	 in	Bezug	auf	Rollen,	Adhäsion	und	 Infiltration	von	
Neutrophilen	 Granulozyten	 folgen	 und	 auch	 eine	 Analyse	 diverser	 Zytokin-Plasmaspiegel	
dargestellt	werden.		
Die	 Basisinflammation	 sollte	 ebenfalls	 in	 vitro	 (MAECs	 und	 Neutrophile)	 mittels	
verschiedener	 Methoden	 (qPCR,	 Durchflusszytometrie,	 Mikroflusskammer)	 an	
unterschiedlichen	 Zelltypen	 dargestellt	 werden.	 Es	 sollte	 untersucht	 werden,	 ob	 der	 pro-
inflammatorische	Effekt	bei	den	isolierten	Zelltypen	detektierbar	ist.	
-	Untersuchungen	anti-inflammatorischer	Effekte	von	TUDCA	im	Amnioninfektionsmodell		
Gleichzeitig	 zu	 den	 oben	 erwähnten	 Untersuchungen	 und	 Methoden	 sollte	 die	 natürlich	
vorkommende	 Gallensäure,	 die	 Tauroursodeoxycholsäure,	 als	 potentiell	 anti-
inflammatorisch	wirkende	Substanz	getestet	werden.		
-	Untersuchungen	zugrunde	liegender	molekularer	Mechanismen	
Es	 sollte	 mittels	 diverser	 molekularbiologischer	 Analysen	 (Western	 Blot,	 qPCR,	 IHC)	 und	
unter	 zu	 Hilfenahme	 eines	 Inhibitors	 (gegen	 TGR5)	 mögliche	 Signalwege	 (ER-Stress,	
oxidativer	 Stress,	 TNF)	 untersucht	 werden,	 die	 möglicherweise	 die	 Effekte	 von	 TUDCA	
vermitteln.	
Im	 Fall	 anti-inflammatorischer	 Eigenschaften	 von	 TUDCA	 im	 o.	 g.	 Amnioninfektionsmodell	
und	unter	Beachtung	eingeschränkter	Übertragbarkeit	der	Ergebnisse	des	Mausmodells	auf	





































































































































































































































































































































Alle	 Primer	 wurden	 mit	 Hilfe	 der	 Universal	 ProbeLibrary	 von	 Roche	 entworfen	 und	 bei	
Eurofins	erworben.	
Tabelle	11	Verwendete	Primer	
Name	 Primer	forward	(5´-	3´)	 Primer	reverse	(5´-	3´)	 Amplicon	(bp)	
18S	 agt	tgg	tgg	agc	gat	ttg	tc	 cgg	aca	tct	aag	ggc	atc	ac	 152	bp	
ATF4	 atg	atg	gct	tgg	cca	gtg	 cca	ttt	tct	cca	aca	tcc	aat	c	 78	bp	
ATF6	 gga	cga	ggt	ggt	gtc	aga	g	 gac	agc	tct	tcg	ctt	tgg	ac	 61	bp	
BiP	 tgc	gtg	tgt	gtg	agg	taa	gc	 gga	gga	gac	acg	agc	aga	ct	 68	bp	
Casp12	 aaa	caa	acc	caa	gat	tct	cat	ca	 tgt	gga	tac	cca	aat	agt	tcc	a	 70	bp	
CHOP	 gcg	aca	gag	cca	gaa	taa	ca	 gat	gca	ctt	cct	tct	gga	aca	 61	bp	
E-Selektin	 tcc	tct	gga	gag	tgg	agt	gc	 ggt	ggg	tca	aag	ctt	cac	at	 67	bp	
GAPDH	 aag	agg	gat	gct	gcc	ctt	ac	 cca	ttt	tgt	cta	cgg	gac	ga	 112	bp	
ICAM-1	 gct	acc	atc	acc	gtg	tat	tcg	 tga	ggt	cct	tgc	cta	ctt	gc	 82	bp	
IL-6	 gct	acc	aaa	ctg	gat	ata	atc	agga	 cca	ggt	agc	tat	ggt	act	cca	gaa	 78	bp	
IRE1α	 ctg	cct	cca	gct	acc	aag	a	 tcc	cca	cat	aca	gtg	tca	tca	 78	bp	
CXCL1	 aga	ctc	cag	cca	cac	tcc	aa	 tga	cag	cgc	agc	tca	ttg	 130	bp	
LFA-1	 ccc	cag	act	ttt	gct	act	gg	 cgt	gtg	tcc	agg	ttg	tag	ctc	 66	bp	
Mac-1	 caa	tag	cca	gcc	tca	tgt	c	 gag	ccc	agg	gga	gaa	gtg	 65	bp	
MCP-1	 cat	cca	cgt	gtt	ggc	tca	 gat	cat	ctt	gct	ggt	gaa	tga	gt	 76	bp	
NUP133	 cta	ggg	aag	gag	cca	gag	tat	g	 cat	gac	tgc	tgt	gcg	gat	ac	 72	bp	
p47(phox)	 cag	aga	cct	cat	tca	tga	cca	a	 ccc	cag	cat	aaa	acc	tgc	t	 74	bp	
PERK	 cct	tgg	ttt	cat	cta	gcc	tca	 atc	cag	gga	ggg	gat	gat	 68	bp	
RPL19	 cca	caa	gct	ctt	tcc	ttt	cg	 gga	tcc	aac	cag	acc	ttc	ttt	 114	bp	
RPS9	 atc	cgc	caa	cgt	cac	att	a	 tct	tca	ctc	ggc	ctg	gac	 136	bp	
TGR5	 gct	agg	gct	ctc	acc	tgg	a	 ccc	caa	cac	agc	aag	aag	ag	 71	bp	
TNF	 ctg	tag	ccc	acg	tcg	tag	c	 ttg	aga	tcc	atg	ccg	ttg	 97	bp	
TRAF2	 tca	ggt	gtg	cat	cca	ttc	tc	 gcc	ttc	ttc	ata	cag	gcc	ttc	 80	bp	
VCAM-1	 tct	tac	ctg	tgc	gct	gtg	ac	 act	gga	tct	tca	ggg	aat	gag	t	 86	bp	

































60,6	 g	 Tris,	 85,2	 g	 NaCl,	 mit	 1	 M	 HCl	 auf	 pH	 7,6	























der	 Interfakultären	 Biomedizinischen	 Forschungseinrichtung	 (IBF)	 der	 Universität	
Heidelberg.	 Ein	 Hygiene-Monitoring	 nach	 den	 Empfehlungen	 für	 die	
Gesundheitsüberwachung	von	Labornagern	gemäß	FELASA	und	GV-SOLAS	wird	wöchentlich	
durchgeführt.	 Die	 Temperatur	 liegt	 bei	 22	 ±	 2	 °C	 und	 die	 relative	 Luftfeuchtigkeit	 bei	







Wahrscheinlichkeit	 einer	 Frühgeburt	 begrenzt	 ist.	 Für	 diese	 Versuche	 wurden	
Haremsverpaarungen	vom	Tierpfleger	angesetzt;	es	wurden	also	zwei	Weibchen	mit	einem	
Männchen	zusammengesetzt.	Nach	dem	Zusammensetzen	der	Tiere	wurden	die	weiblichen	
Mäuse	 täglich	auf	einen	Vaginalplug	untersucht.	 Sobald	dieser	 festgestellt	war,	wurde	das	
Weibchen	separiert,	täglich	gewogen	und	mittels	Palpation	getestet,	ob	die	Maus	gravide	ist.	









440	 ml	 DMEM	 low	 Glucose,	 50	 ml	 FCS,	 5	 ml	 NEAA,	
5	ml	Pen/Strep	








[73],	 sodass	 diese	 Zelltypen	 dann	 mit	 Hilfe	 des	 Fluoreszenzmikroskops	 zu	 identifizieren	
waren.	 Die	 Insertion	 wurde	 in	 regelmäßigen	 Abständen	mittels	 Genotypisierung	mit	 Hilfe	















Dieser	 LAL-Test	 wurde	 nach	 Herstellerangaben	 mit	 Duplikaten	 durchgeführt	 und	 die	
Endotoxinunits/ml	 verschiedener	 LPS-Chargen	 mittels	 ToxinSensor	 Chromogenic	 LAL	
Endotoxin	Assay	Kit	ermittelt	und	als	Mittelwerte	mit	Standardfehler	dargestellt.	
	
4.2.	 HPLC	 (high	 performance	 liquid	 chromatography)	 mit	
Massenspektrometrie		
Die	 Analyse	 der	 Plazentagängigkeit	 von	 TUDCA	 erfolgte	 mit	 Hilfe	 der	 HPLC-MS	Methode.	




Mit	 diesem	 chromatographischen	 Trennverfahren	 sollten	 die	 einzelnen	 Bestandteile	 des	
Plasmas	 untersucht	werden.	 Das	 besondere	 Augenmerk	 lag	 hierbei	 auf	 der	 Konzentration	
der	 Tauroursodeoxycholsäure	 bei	 den	 fetalen	 Proben.	 Durch	 verschieden	 starke	
Interaktionen	 mit	 der	 stationären	 Phase,	 verlassen	 die	 Bestandteile	 des	 Plasmas	 die	
Trennsäule	nach	unterschiedlichen	Retentionszeiten	und	können	so	mit	Hilfe	von	Standards	
in	 der	 Massenspektrometrie	 einzeln	 detektiert	 werden.	 Die	 angeschlossene	










die	 eine	 Inflammation	 in	 diesem	 Mausmodell	 auslöst	 und	 vergleichbar	 zum	 klinischen	
Zustand	 wäre.	 Es	 wurden	 verschiedene	 Substanzen	 mit	 Zellwandbestandteilen	 wie	
Peptidoglykan	und	Lipoteichonsäure	(LTA)	von	dem	gram-positiven	Bakterium	S.	aureus	 im	
Mausmodell	getestet.	In	den	Vorversuchen	wurden	Peptidoglykan	(1	µg/µl	in	PBS)	und	LTA	
(1	µg/µl	 in	 PBS)	 den	 Mäusen	 (im	 Stadium	 E15)	 20	 h	 sowie	 4	 h	 vor	 Versuchsbeginn	
intraperitoneal	 injiziert.	 Bei	 Peptidoglykan	 wurden	 drei	 verschiedene	 Konzentrationen	
verwendet	(500	–	1000	µg/kg	KGW)	und	bei	LTA	neun	verschiedene	(3	–	100	mg/kg	KGW).	
Es	stellte	sich	heraus,	dass	Lipopolysacchharide	(LPS)	des	gram-negativen	Bakteriums	E.	coli	
mit	dem	Serotyp	0111:B4	am	besten	 in	 folgender	Dosis	und	Applikation	geeignet	 sind:	 für	
die	 Überlebensversuche	 1	 mg/kg	 zweimal	 (20	 h	 und	 4	 h)	 vor	 der	 OP	 verabreicht	 (10	 µg	
LPS/50	µl	 NaCl).	 Für	 die	 Intravitalversuche	 wurde	 eine	 Konzentration	 von	 0,25	mg/kg	 LPS	
verwendet,	 die	 eine	 starke	 Leukozytenrekrutierung,	 aber	 i.	 d.	 R.	 keinen	 fetalen	 Tod	 sowie	
keine	 Frühgeburten	 auslöste.	 Nach	 der	 zweimaligen	 LPS-Gabe	 konnte	 sowohl	 eine	
langfristige	 Leukozyteninfiltration	 ins	 Gewebe	 (durch	 die	 20	 h-Gabe),	 als	 auch	 eine	 akute	
Leukozytenrekrutierung	 in	 den	 Gefäßen	 (durch	 die	 4	 h-Gabe)	 detektiert	 werden.	 Bei	 den	
Kontrolltieren	 erfolgte	 eine	 zweimalige	Applikation	 von	 200	µl	NaCl,	 als	 Vehikel-Kontrolle.	
Die	TUDCA-Kontrolltiere	wurden	zur	Analyse	der	Überlebenschance	und	Frühgeburtlichkeit	
mit	 3x	 1000	mg/kg	 TUDCA	 behandelt	 (28	 h,	 20	 h,	 4	 h	 vor	 Versuchsbeginn).	 Für	 die	
Intravitalversuche	wurde	eine	Konzentration	von	 je	500	mg/kg	TUDCA	verwendet.	Bei	den	
TUDCA/LPS-behandelten	 Tieren	 erfolgte	 zuerst	 eine	 alleinige	 TUDCA-Gabe,	 danach	 zwei	
TUDCA-Injektionen	parallel	zu	der	jeweiligen	LPS-Applikation	(d.	h.	3x	1000	mg/kg	TUDCA	&	
2x	1	mg/kg	LPS	für	die	Überlebensversuche	bzw.	3x	500	mg/kg	TUDCA	&	2x	0,25	mg/kg	LPS	
für	 die	 Leukozyteninfiltration).	 Die	 schwangeren	 Mäuse	 wurden	 auf	 eine	
Gewichtsveränderung	und	 ihre	körperliche	Verfassung	während	der	Versuchsdurchführung	
hin	untersucht.	









Bei	 den	 Überlebensversuchen	 wurden	 die	 Mäuse	 nach	 der	 Injektion	 mittels	 einer	
Digitalkamera	 über	 Nacht	 überwacht,	 um	 mögliche	 Frühgeburten	 und	 einen	 möglichen	
extrauterinen	Tod	anhand	fehlender	Bewegungen	festzustellen.	Das	intrauterine	Überleben	




Mit	Hilfe	der	 Intravitalmikroskopie	 ist	 es	möglich	 in	 vivo	 die	dynamischen	Prozesse	 in	den	
Blutgefäßen	 der	 Mikrovaskulatur	 des	 fetalen	 Dottersacks	 in	 Echtzeit	 zu	 beobachten	
(Abbildung	 4).	 Vor	 Versuchsbeginn	 wurden	 die	 Mäuse	 mit	 Hilfe	 einer	 i.	 p.	 Injektion	 des	
Anästhetikums	Ketamin	und	des	Analgetikums	Xylazin	(siehe	Materialliste)	narkotisiert.	Mit	
Hilfe	einer	Heizmatte	konnte	die	Körpertemperatur	aufrechterhalten	werden.	Die	Wirkung	
der	 Narkose	 wurde	 mit	 Hilfe	 des	 Zwischen-Zehen-Reflexes	 überprüft	 und	 anschließend	
mittels	 Tracheotomie	 ein	 Tubus	 in	 die	 Trachea	 der	 Maus	 eingeführt.	 Hierzu	 wurde	 eine	
Hautinzision	vorgenommen,	die	Trachea	frei	präpariert	und	in	einem	Zwischenknorpelraum	
eingeschnitten.	 Der	 Tubus	 wurde	 in	 die	 Trachea	 eingeführt,	 mittels	 zwei	 vorgelegter	
Seidenfäden	 fixiert	 und	 diente	 so	 der	 verbesserten	 Atmung	 der	Maus.	 Die	Arteria	 carotis	
wurde	anschließend	mit	einer	Pinzette	frei	präpariert,	kranial	mit	einem	Faden	abgebunden	
und	 ein	 weiterer	 Faden	 wurde	 proximal	 vorgelegt,	 um	 den	 Katheter	 zu	 fixieren	
(Abbildung	5).	 Mit	 Hilfe	 einer	 Mikrogefäßklemme	 wurde	 temporär	 der	 Blutfluss	 der	
A.	carotis	 unterbunden,	 um	 die	 Arterie	 eröffnen	 und	 den	 Katheter	 einführen	 zu	 können.	
Nachdem	der	Katheter	mittels	vorgelegten	Fadens	 fixiert	wurde,	konnte	die	Gefäßklemme	









Anschließend	 wurde	 ein	 Uterushorn	 mit	 Hilfe	 eines	 abdominal	 entlang	 der	 Linea	 alba	
vorgenommenen	 Schnittes	 freigelegt.	 Ein	 einzelner	 Fetus	 wurde	 isoliert,	 auf	 einer	
Plexiglasbühne	auf	Silikongel	gebettet,	der	fetale	Dottersack	freipräpariert,	mit	einem	37	°C	
warmen	 Puffer	 superfundiert	 und	 mit	 einem	 Objektträger	 bedeckt.	 Die	 Plexiglasbühne	
wurde	 auf	 dem	 Kreuztisch	 des	 Fluoreszenzmikroskops	 platziert	 und	 es	 folgten	 die	
Aufnahmen	am	 Intravitalmikroskop.	Das	verwendete	Fluoreszenzmikroskop	war	mit	einem	














Abbildung	 5	 Ablauf	 und	 Vorbereitung	 der	 Intravitalversuche.	 Mikrochirurgische	 Operation	 mit	 Trachea-






Wasserimmersionsobjektivs	 betrachtet.	 Gefäße	 mit	 einem	 Durchmesser	 zwischen	 25	 –	
80	µm	und	einer	Blutflussgeschwindigkeit	>	450	µm/s	wurden	in	den	Fokus	genommen	und	
eine	Minute	lang	digital	videodokumentiert.	Ziel	war	die	Aufnahme	zweier	Feten	mit	jeweils	
mindestens	 fünf	 Gefäßen.	 Anschließend	wurden	 die	 Lunge,	 Niere	 und	 Plazenta	 der	 Feten	
entnommen	und	 in	Paraformaldehyd	 (PFA)	 fixiert.	Von	 zwei	weiteren	Feten	wurde	 jeweils	
die	Lunge	und	Leber	entnommen	und	 in	 flüssigen	Stickstoff	schockgefroren	und	bei	 -80	°C	
gelagert.	Von	den	adulten	Mäusen	wurde	ebenfalls	die	Lunge	und	Niere	entnommen	und	in	
PFA	 fixiert.	Mittels	Glaskapillare	wurde	 von	den	dekapitierten	 Feten	 und	 von	den	 adulten	
Mäusen	 retroorbital	 Blut	 abgenommen	 und	 in	 einem	 Röhrchen	 mit	 90	 µl	 Türks-Lösung	
homogenisiert,	 um	 die	 kernhaltigen	 Zellen	 anzufärben.	 Die	 Anzahl	 an	 Leukozyten/ml	 Blut	






und	 die	 Gefäßlänge,	 -durchmesser	 sowie	 die	 Geschwindigkeit	 der	 fließenden	 Leukozyten	






zweistündigen	 Inkubation	 unter	 fließendem	Wasser,	 um	 das	 PFA	 zu	 entfernen,	 dann	 die	
weiteren	zweistündigen	Inkubationsschritte	in	einer	aufsteigenden	Alkoholreihe	(70	%,	96	%	
und	 anschießend	 100	 %	 Ethanol)	 und	 einer	 zweimaligen	 Chloroform-Inkubation.	
Abschließend	 erfolgte	 die	 Inkubation	 in	 flüssigem	 Paraffin	 bei	 60	 °C	 über	 Nacht.	 Für	 die	




Nach	 30	 min	 Trocknung	 bei	 50	 °C	 wurden	 die	 Schnitte	 zur	 Entparaffinierung	 zweimal	 in	
Rotihistol	 für	 15	 min,	 anschließend	 einer	 absteigenden	 Alkoholreihe	 (100	 %,	 96	 %,	 70	 %	
Ethanol)	und	dest.	Wasser	für	jeweils	7	min	inkubiert	und	dann	gefärbt.	Sie	wurden	für	eine	
gezielte	Applikation	mit	einem	wasserabweisenden	DakoPen	umrandet.	Eine	Feuchtkammer	
verhinderte	 das	 Austrocknen	 der	 Gewebsschnitte,	 anschließend	 wurden	 sie	 zweimal	 mit	







5	 min	 mit	 TBS-T	 gewaschen	 und	 eine	 Stunde	 bei	 RT	 im	 Dunkeln	 mit	 dem	 passenden	







Zellkerne	 anzufärben.	 Nach	 dreimaligem	 Waschen	 mit	 TBS	 und	 einmaligen	 Waschen	 mit	





Respirationstrakt	 (Alveolen	 und	 Bronchiolen)	 in	 den	 Lungenschnitten	 und	 die	 Fläche	 von	
Gefäßen	und	Ducti	in	den	Nierenschnitten	von	der	Gesamtfläche	abgezogen	(Abbildung	6	A	
&	B).	Die	Ly6G-positiven	Zellen	wurden	pro	Gesichtsfeld	bestimmt	und	als	Anzahl	pro	mm2	










anhand	 von	 Fluoreszenzintensitäten	 ab	 einem	 jeweiligen	 individuellen	 Schwellenwert	
mittels	 ImageJ	 nach	 einer	 Kalibrierung	 bestimmt.	 Dadurch	 wurden	 Bereiche	
außenvorgelassen,	die	kein	Gewebe	enthielten	(Lumen	von	Gefäßen	und	Ducti).		

















die	Analyse	von	TNF,	MCP-1,	 IL-6	und	 IFNy	wurde	das	cytometric	bead	array	 (CBA)	mouse	
inflammation	 kit	 nach	Herstellerangaben	 verwendet.	Die	Proben	wurden	mittels	BD	 LSR	 II	
Durchflusszytometers	 gemessen,	 der	 BD	 FCAP	 Array	 software	 v	 3.0	 ausgewertet	 und	 als	





Die	Kultivierung	der	MAECs	 erfolgte	 in	 einem	Brutschrank	bei	 37	 °C,	 5	%	CO2-Gehalt,	 und	
einer	 Luftfeuchtigkeit	 von	 95	 %.	 Alle	 Arbeiten	 wurden	 unter	 sterilen	 Bedingungen	 unter	
einer	 Laminar	 Flow-Bank	 durchgeführt.	 Die	 Endothelzellen	 wurden	 in	 DMEM	
Zellkulturmedium	kultiviert,	wobei	alle	zwei	Tage	das	Medium	gewechselt	wurde.	Ab	einer	
Konfluenz	 von	 80	%	wurden	 die	 Zellen	 gesplittet	 und	 in	 neue	 Zellkulturgefäße	 passagiert.	
Dazu	 wurde	 das	 alte	 Medium	 abgenommen,	 die	 Zellen	 mit	 auf	 37	 °C	 erwärmter	
phosphatgepufferten	Salzlösung	(PBS)	gewaschen	und	anschließend	mit	Accutase	für	5	min	
bei	 37	 °C	 inkubiert.	 Das	 Enzym	 dient	 mit	 seinen	 proteolytischen	 Eigenschaften	 dazu	 die	







Darauf	 folgte	 das	 Überführen	 der	 Zellsuspension	 in	 ein	 Falcon	 und	 die	 Zellen	wurden	 bei	
300	g	 für	 5	min	bei	RT	pelletiert.	Nachdem	der	Überstand	entfernt	und	das	Pellet	 in	 1	ml	
Medium	 resuspendiert	 wurde,	 erfolgte	 die	 Bestimmung	 der	 Lebendzellzahl	 mit	 Hilfe	 von	
Trypanblau	 und	 einer	 Neubauer-Zählkammer.	 Anschließend	 wurde	 die	 für	 die	 Versuche	





werden.	 Die	 Adhäsionsmoleküle	 ICAM-1,	 VCAM-1	 und	 E-Selektin	 sowie	 die	 Zytokine	 KC,	
MCP-1,	 IL-6,	und	TNF	sind	 Indikatoren	für	den	Grad	der	 Inflammation.	Auch	der	ER-Stress-
Signalweg	 wurde	 anhand	 der	 Expression	 der	 MAECs	 untersucht.	 Im	 Folgenden	 wurden	
wichtige	Moleküle	der	UPR-Kaskade	wie	z.	B.	die	Rezeptoren	 IRE1α,	PERK	und	ATF6	sowie	
das	 Chaperon	 BiP	 und	 die	 Transkriptionsfaktoren	 ATF4,	 XBP1,	 CHOP	 und	 Casp12	 in	 den	
Fokus	genommen.	Auch	für	weitere	Screening-Versuche	wurden	die	MAECs	verwendet,	um	
beispielsweise	 p47(phox),	 TRAF2	 und	 TGR5	 zu	 untersuchen.	 Hierfür	 wurden	 die	
Endothelzellen	 in	 einer	 6-Well-Platte	 ausgesät	 (400.000	 Zellen/Well)	 und	 für	 drei	 Stunden	
mit	 den	 verschiedenen	 Substanzen	 behandelt.	 Bei	 den	 beiden	 Gruppen	 mit	 einer	
zusätzlichen	TUDCA-Vorbehandlung,	wurde	TUDCA	zweimal	zu	den	Zellen	gegeben	(30	min	
vorher	 und	 zum	 Versuchsbeginn	 parallel	 zu	 den	 anderen	 Substanzen).	 Folgende	




Behandlung	 40	 µl	 TG	 (5	µg/ml).	 Nach	 der	 Inkubation	 wurde	 das	 Medium	 abgesaugt,	 die	
Zellen	5	min	mit	Accutase	bei	37	°C	inkubiert	und	in	ein	Falcon	überführt.	Die	Wells	wurden	








Für	 die	 Untersuchungen	 bzgl.	 der	 TUDCA-Dosis-Wirkungskurve	 erfolgte	 eine	 einmalige	
TUDCA-Applikation	 parallel	 zum	 LPS	 (100	 ng/ml)	 bei	 den	 Versuchen	 ohne	 zusätzliche	
Vorbehandlung.	 Bei	 der	 zweiten	 Variante	 mit	 einer	 zusätzlichen	 TUDCA-Vorbehandlung	
erfolgte	 30	min	 vor	 der	 TUDCA-	 und	 LPS-Applikation	 eine	weitere	 TUDCA-Gabe.	 Folgende	




In	 einem	 in	 vitro-Versuch	 sollten	 die	 Effekte	 des	 TGR5-Inhibitors	 SB756050	 (1	mg/200	 µl	
DMSO)	 in	 einer	 Konzentration	 von	 10	 µM,	 1	 µM	 und	 1	 nM	 getestet	 werden.	 Die	 zu	
testenden	 MAECs	 (400.000	 Zellen/Well)	 wurden	 in	 einer	 6-Well-Platte	 ausgesät.	 Als	
Kontrolle	 erfolgte	 eine	 Applikation	 des	 Inhibitors	 bei	 unbehandelten	 Zellen;	 so	 konnten	
mögliche	morphologische	Unterschiede	oder	Apoptose	der	Zellen	optisch	detektiert	werden.	
Außerdem	 wurde	 der	 Inhibitor	 zusätzlich	 zu	 der	 TUDCA	 (2	 mg/ml)	 &	 LPS	 (100	 ng/ml)-
Behandlung	verabreicht,	um	zu	untersuchen	ob	der	zuvor	festgestellte	Effekt	durch	TUDCA	
nun	 gehemmt	 wird.	 Daher	 wurden	 jeweils	 in	 Duplikaten	 10	 µM,	 1	 µM	 und	 1	 nM	 des	
Inhibitors	in	das	jeweilige	Well	appliziert	und	3	h	inkubiert.	Nach	der	Inkubationszeit	erfolgte	




Für	 die	 Analyse	 der	 mRNA-Expression	 von	 verschiedenen	 Molekülen	 wurde	 aus	 diversen	










Hierzu	 wurde	 von	 12	 C57Bl/6-Mäusen	 mittels	 einer	 heparinisierten	 Spritze	 durch	
Herzpunktion	das	gesamte	Blut	entnommen	und	auf	30	ml	mittels	PBS	aufgefüllt.	 In	einem	
Falcon	 wurden	 20	 ml	 Biocoll	 Separating	 Solution	 vorgelegt	 und	 mit	 10	 ml	 des	 Blutes	
vorsichtig	 überschichtet.	 Die	 auf	 drei	 Falcons	 aufgeteilten	 Proben	 wurden	 25	 min	 bei	
1000	rpm	 (23	 °C,	 Bremse	 0,	 Anlauf	 5)	 abzentrifugiert	 und	 der	 Überstand	 bis	 auf	 2	 ml	
abgesaugt.	 Anschließend	 wurde	 das	 Pellet	 in	 12	 ml	 Lyse-Puffer	 resuspendiert,	 5	 min	 im	
Dunkeln	 bei	 RT	 inkubiert	 und	 erneut	 bei	 4	 °C	 für	 10	min	 und	 1100	 rpm	 abzentrifugiert.	
Nachdem	der	Überstand	abgesaugt	wurde	und	zwei	Waschschritte	mit	8	ml	PBS	erfolgten,	




Die	 Isolation	 der	 Ribonukleinsäure	 erfolgte	 mit	 dem	 RNaesy-Mini-Kit	 von	 Qiagen	 nach	
Herstellerangaben.	 Die	 Neutrophilen	 Granulozyten	 wurden	 durch	 das	 chaotrope	 Salz	
Guanidiniumthiocyanat	 lysiert.	 Es	 wurden	 350	 µl	 des	 RLT-Lyse-Puffers	 und	 3,5	µl	
ß-Mercaptoethanol	dazugegeben,	damit	die	 Zellen	 lysiert	werden	und	um	die	Bildung	von	
Disulfidbrücken	 zu	 freien	 Thiolen	 zu	 verhindern.	 Eine	 Homogenisierung	 durch	 eine	
zusätzliche	mechanische	Lyse	war	nicht	notwendig,	da	die	Zellen	bereits	vereinzelt	vorlagen.	
Die	 Proben	wurden	 nach	 Herstellerangaben	 1:2	mit	 Ethanol	 versetzt	 und	 anschließend	 in	
Zentrifugations-Säulen	pipettiert,	wobei	die	RNA	dort	an	die	Silica-Membran	gebunden	wird.	
Verunreinigungen	 wurden	 durch	 mehrere	 Waschschritte	 mit	 zwei	 Waschpuffern	
weitestgehend	 eliminiert.	 Anschließend	 erfolgte	 zusätzlich	 ein	 enzymatischer	 Abbau	 mit	
dem	 RNase-Free	 DNase	 Set	 von	 Qiagen,	 um	 möglichst	 alle	 DNA-Kontaminationen	 zu	
eliminieren.	 Alle	 weiteren	 Schritte	 erfolgten	 nach	 Herstellerangaben	 und	 die	 reine	 RNA	












Pro	 Ansatz	 wurde	 1	 µg	 Total-RNA	 in	 10	 µl	 verwendet	 und	 mit	 10	 µl	 des	 Master	 Mixes	
gemischt,	der	aus	2	µl	10X	RT	Puffer,	0,8	µl	25X	dNTP	Mix	(100	mM),	2	µl	10X	RT	Random	
Primer,	1	µl	MultiScribe	Reverse	Transkriptase	und	4,2	µl	nuclease-free	H2O	bestand.		
Die	 PCR-Reaktionsgefäße	 wurden	 zentrifugiert	 und	 im	 Thermocycler	 platziert	 (10	min	 bei	
25	°C,	 120	 min	 bei	 37	 °C,	 5	 min	 bei	 85	 °C,	 Abkühlung	 auf	 4	 °C).	 Anschließend	 lag	 die	
synthetisierte	cDNA	vor,	die	mit	Hilfe	der	RNA-abhängigen	DNA-Polymerase,	ausgehend	von	






klassischen	 Polymerase-Kettenreaktion	 (PCR)	 werden	 in	 vitro	 spezifische	 Nukleinsäure-
Sequenzen	mit	Hilfe	des	Enzyms	DNA-Polymerase	selektiv	exponentiell	amplifiziert.	Eine	PCR	
durchläuft	 erstens	 eine	 Denaturierung,	 also	 eine	 Auftrennung	 der	 DNA-Doppelstränge,	
zweitens	 eine	 Anlagerung	 der	 Primer	 (Annealing)	 und	 dann	 die	 Verlängerung	 des	 neu	
synthetisierten	 Strangs	 (Elongation).	 Bei	 dieser	 Synthetisierung	 wird	 mit	 Hilfe	 der	 DNA-
Polymerase,	ausgehend	von	den	Primern,	der	komplementäre	Strang	durch	hinzugegebene	
Desoxyribonukleosidtriphosphate	 dNTPs	 (dATP,	 dTTP,	 dGTP,	 dCTP)	 gebildet.	 Bei	 jedem	
weiteren	Zyklus	dienen	die	bereits	neusynthetisierten	Stränge	als	neue	Matrizen,	wodurch	
eine	 exponentielle	 Vervielfältigung	 des	 Templates	 erreicht	 wird.	 In	 der	 Praxis	 ist	 eine	
100	%ige	 Effizienz,	 bei	 der	 das	 Template	 in	 jedem	 Zyklus	 verdoppelt	 wird,	 kaum	 zu	
erreichen,	 da	 die	 Reaktionen	 meist	 nicht	 optimal	 verlaufen.	 Die	 PCR	 erreicht	 nach	 einer	
bestimmten	Zyklenzahl	eine	Plateauphase,	das	heißt	zu	diesem	Zeitpunkt	sind	entweder	die	
Reaktionspartner	wie	z.	B.	die	dNTPs	oder	die	Primer	aufgebraucht,	die	Enzymaktivität	hat	





Der	 Vorteil	 einer	 quantitativen	 real-time	 PCR	 ist,	 dass	 die	 Reaktion	 in	 Echtzeit	 mittels	
Fluoreszenzmessungen	verfolgt	und	am	Ende	der	PCR	die	absolute	Menge	der	amplifizierten	
DNA	 bestimmt	 werden	 kann.	 Für	 die	 Fluoreszenzmessung	 kann	 SYBR-Green	 verwendet	
werden,	 da	 sich	 dies	 in	 die	 Furchen	 der	 DNA-Helix	 einlagert,	 und	 daher	 sich	 die	
Fluoreszenzintensität	der	Probe	adäquat	erhöht.	Am	Ende	jedes	Zyklus	findet	die	Detektion	
dieser	Fluoreszenz	statt.	Die	Reaktion	verläuft	zuerst	linear,	dann	exponentiell	und	endet	in	
einer	 Plateauphase.	 Sobald	 das	 Fluoreszenzsignal	 das	 Hintergrundrauschen	 überschreitet,	











Jede	 Probe	wurde	 in	Duplikaten	 und	mit	Negativkontrollen	 (H2O)	 aufgetragen.	Die	 Primer	
wurden	mit	Hilfe	des	Programms	Universal	ProbeLibrary	der	Firma	Roche	entworfen	und	bei	
EurofinsGenomics	 erworben.	 Für	 jede	 Probe	 wurden	 jeweils	 drei	 Referenzgene	 (RPS9,	
GAPDH,	 18S)	 verwendet.	 Diese	wurden	 aus	 einem	Pool	 von	 fünf	 Referenzgenen	 aufgrund	
des	geringsten	Variationskoeffizienten	ausgewählt.	








Schritt	 Temperatur	(°C)	 Zeit		 Zyklen	
Pre	cycle	 50	 2	Minuten	 1	
Enzymaktivierung	 95	 10	Minuten	 1	
Denaturierung	 95	 15	Sekunden	 	











Die	 Reinheit	 der	 Amplifikate	 wurde	 anhand	 der	 Schmelzkurve	 sowie	 einer	
gelelektrophoretischen	Auftrennung	beurteilt	 (Abbildung	7).	Es	wurde	kontrolliert,	ob	nach	



















Mit	 Hilfe	 der	 Durchflusszytometrie	 wurde	 die	 Expression	 der	 Oberflächenproteine	 (LFA-1	
und	 Mac-1)	 auf	 Neutrophilen	 analysiert.	 Adulte	 Mäuse	 wurden	 in	 vivo	 mit	 200	 µl	 NaCl;	
500	mg/kg	TUDCA;	0,25	mg/kg	LPS;	500	mg/kg	TUDCA	&	0,25	mg/kg	LPS	(d.	h.	entsprechend	
dem	 intravitalmikroskopischen	 Ansatz)	 behandelt	 und	 nach	 3	 h	 das	 Blut	 mittels	
Herzpunktion	 entnommen.	 Die	 Erythrozyten	 wurden	 mittels	 Ammoniumchlorid	 lysiert.	
Dabei	 wurde	 das	 Blut	 auf	 2	 ml	 Gesamtvolumen	 mit	 PBS	 aufgefüllt	 und	 mit	 12	 ml	 des	
Lysepuffers	vermischt.	Nach	vorsichtigem	Schwenken	wurden	die	Proben	für	5	min	bei	RT	im	
Dunkeln	inkubiert	und	anschließend	bei	1000	rpm	und	4	°C	für	5	min	zentrifugiert.		
Nach	Absaugen	des	Überstandes	und	 zweimaligem	Waschen	mit	 8	ml	 FACS-Puffer,	wurde	





Puffer,	 wurden	 die	 Fluoreszenzintensitäten	 im	 Neutrophilen-Gate	 durchflusszytometrisch	
gemessen.	Dabei	wurden	die	Gruppen	mit	Serumantikörper	mit	der	 Isotypenkontrolle	und	
der	ungefärbten	Probe	verglichen.	
In	 Analogie	 wurden	 endotheliale	 Adhäsionsmoleküle	 (ICAM-1;	 VCAM-1;	 E-Selektin)	 auf	
MAECs	 untersucht.	 Dazu	 wurden	 in	 den	 jeweiligen	 experimentellen	 Gruppen	 die	
Endothelzellen	 isoliert,	 für	5	min	bei	 300	g	und	RT	 zentrifugiert,	 der	Überstand	abgesaugt	
und	die	Zellen	zweimal	mit	10	ml	FACS-Puffer	gewaschen.	Das	Pellet	wurde	in	600	µl	FACS-
Puffer	 resuspendiert,	 á	 100	 µl	 auf	 die	 FACS-Röhrchen	 aufgeteilt	 und	 mit	 jeweils	 1	 µl	




Mit	 Hilfe	 des	 Mikroflusskammermodells	 kann	 die	 Zelladhäsion	 von	 Neutrophilen	






Hierzu	 wurde	 die	Maus	 getötet	 und	 anschließend	 beide	 Femura	 und	 Tibiae	 entnommen.	




4	°C	 und	 1500	 rpm	 für	 10	 min	 zentrifugiert	 und	 das	 Pellet	 in	 7,5	 ml	 PBS	 resuspendiert.	
Anschließend	 wurden	 15	 ml	 der	 Biocoll	 Separating	 Solution	 mit	 der	 Zellsuspension	
überschichtet	 und	 25	 min	 bei	 1000	 rpm	 und	 23	 °C	 ungebremst	 zentrifugiert,	 um	 die	
Granulozyten	von	den	restlichen	Zellen	zu	separieren.		
Danach	wurde	der	Überstand	 (Plasma,	Lymphozyten,	Monozyten,	Medium)	abgesaugt	und	
das	 Zellpellet	 (Erythrozyten,	 Neutrophile	 Granulozyten)	mit	 PBS	 gewaschen.	 Darauf	 folgte	
die	 Erythrozytenlyse	mittels	Ammoniumchlorid	 im	Verhältnis	 1:7	 (1	ml	 Zellsuspension	und	
6	ml	 Lysemedium)	 bei	 Raumtemperatur	 für	 5	min	 im	 Dunkeln.	 Es	 folgte	 ein	 weiterer	
Waschschritt	bei	4	°C,	1500	rpm,	ungebremst	für	10	min.	Das	Zellpellet	wurde	erneut	in	PBS	
resuspendiert	 und	 gewaschen.	 Nach	 einem	 zweiten	 Waschschritt	 wurde	 das	 Pellet	 mit	
Medium	 resuspendiert,	 die	 Zellzahl	 der	 Neutrophilen	 Granulozyten	 mittels	 Neubauer-
Zählkammer	und	einer	Türks-Färbung	bestimmt	und	in	einem	Verhältnis	von	106	Zellen	auf	
1	ml	überführt.	Die	Zellsuspension	wurde	auf	drei	verschiedene	Ansätze	aufgeteilt,	wobei	ein	
Ansatz	mit	 TUDCA	 inkubiert	wurde.	Hierzu	wurden	die	 Zellen	mit	 4	mg/ml	 TUDCA	 für	 3	h	
inkubiert	und	anschließend	erneut	gewaschen.	Die	Zellen	wurden	bis	 zum	Versuchsbeginn	
auf	Eis	gelagert.	
Glaskapillaren	 mit	 einer	 Breite	 von	 2	 mm	 und	 einer	 Höhe	 von	 0,2	 mm	 sollen	 murine	
Mikrogefäße	simulieren.	Es	wurden	die	Glaskapillaren	in	einem	Eppendorf-Gefäß	in	PBS	mit	
0,2	 %	 BSA	 angesetzt	 und	 anschließend	 mit	 folgenden	 Adhäsionsmolekülen	 beschichtet:	
P-Selektin	 (2	 µg/ml),	 mit	 dem	 Chemokin	 CXCL1	 (5	 µg/ml)	 und	 ICAM-1	 (1	 µg/ml).	 Eine	
unbeschichtete	 Kammer	 diente	 als	 Negativkontrolle.	 Die	 Kammern	 wurden	 mit	 der	
Beschichtung	 für	 2	 h	 inkubiert	 und	 anschließend	 mit	 einer	 Blockierlösung	 (10	 %	








0,115	 ml/min)	 durch	 die	 Flusskammer	 perfundiert,	 die	 auf	 einer	 Plexiglasbühne	 fixiert	
wurde.	 Der	 Fluss	wurde	 nach	 10	min	mit	 Hilfe	 eines	 20X-Wasserimmersionsobjektivs	 und	
einer	CCD-Kamera	mit	dem	Programm	Imspector	aufgenommen.	Anschließend	wurden	die	




Zur	 Analyse	 der	 Proteinexpression	 mittels	 Western	 Blot	 wurden	 die	 nach	 der	
Intravitalmikroskopie	 entnommenen	 und	 bei	 -80	 °C	 gelagerten	 fetalen	 Leber-	 sowie	
Lungenproben	 verwendet.	 Zuerst	 erfolgte	 die	 Proteinisolierung	 mit	 anschließender	
Konzentrationsbestimmung	 mittels	 BCA-Assay,	 die	 Auftrennung	 mittels	 SDS-PAGE	 und	





450	 µl	 vorgelegtem	 RIPA-Puffer	 und	 50	 µl	 Proteaseinhibitor	 überführt.	 Der	 RIPA-Puffer	
diente	der	 Lyse	und	der	 Inhibitor	der	Verhinderung	der	Proteindegradierung.	Das	Gewebe	
wurde	mechanisch	mit	einem	Mörser	zerkleinert	und	nach	einer	Inkubationszeit	von	30	min	
auf	Eis	bei	1400	rpm	und	4	 °C	 für	20	min	zentrifugiert.	Der	Überstand	wurde	 in	ein	neues	
eiskaltes	Reaktionsgefäß	überführt	und	das	Pellet	verworfen.	











Mit	 der	 Bicinchoninsäure	 (BCA)	 bilden	 die	 Kupferionen	 einen	 blau-violetten-
Farbstoffkomplex,	 der	 photometrisch	 bei	 einer	 Wellenlänge	 von	 562	 nm	 quantifiziert	




Die	 Proteine	 werden	 anhand	 ihrer	 Größe	 mittels	 der	 SDS-PAGE	 (sodium	 dodecyl	 sulfate	
polyacrylamide	gel	electrophoresis)	gelelektrophoretisch	aufgetrennt.	Das	12	%ige	Trenngel	
(Tabelle	14)	wurde	in	einem	50	ml	Falcon	hergestellt	und	die	Gelkammer	wurde	bis	auf	3	cm	
befüllt.	 Es	 erfolgte	 eine	 Überschichtung	 des	 Trenngels	 mit	 Isopropanol	 als	
Verdunstungsschutz.	Nach	ca.	30	min	Polymerisation	wurde	das	 Isopropanol	vom	Trenngel	




























bei	 RT	 auf	 dem	 Schüttler,	 um	 unspezifische	 Bindungen	 zu	 blockieren.	 Danach	 folgte	 die	
Inkubation	 mit	 dem	 Primärantikörper	 (in	 Blockierlösung)	 über	 Nacht	 bei	 4	 °C	 auf	 dem	
Schüttler.	 Am	 nächsten	 Tag	wurde	 die	Membran	 in	 TBS-Tween	 dreimal	 5	min	 gewaschen	
und	anschließend	mit	dem	Sekundärantikörper	für	1	h	bei	RT	im	Dunkeln	auf	dem	Schüttler	
inkubiert.	 Nach	 erneutem	 dreimaligen	 Waschen	 mit	 TBS-Tween	 für	 5	 min	 konnte	 die	




Alle	 dargestellten	 Ergebnisse	 sind	 als	Mittelwerte	 mit	 dem	 dazugehörigen	 Standardfehler	
von	 jeweils	 mindestens	 drei	 unabhängigen	 Versuchen	 dargestellt.	 Die	 statistische	
Auswertung	 erfolgte	 mit	 dem	 Statistik-Programm	 Prism	 7	 der	 Firma	 GraphPad.	 Die	
Signifikanz	wurde	mittels	t-test	bei	einem	Zwei-Gruppen-Vergleich,	mittels	One-Way-Anova	
und	 anschließendem	 Tukey´s	 posthoc	 test	 bei	 einem	Mehrgruppen-Vergleich	 oder	mittels	
Two-Way-ANOVA	 und	 Tukey´s	 posthoc	 test	 bei	 einem	 Mehrgruppen-Vergleich	 und	









inflammatorischen	 Stimulation	 im	 Mausmodell	 im	 fetalen	 Gestationsstadium	 E15/16	 im	
Mittelpunkt.	 Es	 wurden	 die	 Substanzen	 Peptidoglykan	 und	 Lipoteichonsäure	 des	 gram-
positiven	 Bakteriums	 S.	 aureus	 in	 Bezug	 auf	 die	 Überlebenswahrscheinlichkeit	 und	 die	
Frühgeburtenrate	untersucht.	Die	Abbildungen	A1	und	A2	im	Anhang	zeigen,	dass	weder	LTA	
noch	 Peptidoglykan	 in	 der	 Lage	 waren	 ein	 Amnioninfektionssyndrom	mit	 entsprechender	





Durch	die	Analyse	der	 TUDCA-Plasmaspiegel	 sollte	untersucht	werden,	 ob	die	Gallensäure	
plazentagängig	 ist	 und	 so	 direkt	 beim	 Feten	 wirken	 könnte	 oder	 nur	 indirekt	 über	 die	
schwangere	Maus.		
Die	Analyse	des	Plasmaspiegels	von	TUDCA	mittels	HPLC	hat	ergeben,	dass	die	mit	TUDCA-
behandelten	 Tiere	 (maternal	 sowie	 fetal)	 signifikant	 höhere	 Plasmakonzentrationen	 der	
Tauroursodeoxycholsäure	 im	 Vergleich	 zu	 den	 Unbehandelten	 aufwiesen	 (628-fache	 &	
677-fache	 Erhöhung).	 Ebenfalls	 waren	 bei	 dieser	 Gruppe	 alle	 UDCA-Konzentrationen	
signifikant	 höher	 als	 bei	 den	 unbehandelten	 Tieren	 (85-fache	 &	 70-fache	 Erhöhung).	
















bei	 den	 Schwangeren	 als	 auch	 den	 Feten	 höher	 als	 die	 von	 UDCA.	 Bei	 den	 Kontrollen	
hingegen	lag	der	UDCA-Spiegel	immer	höher	als	der	TUDCA-Spiegel.	




In	 einem	weiteren	Ansatz	 sollte	 die	 konzentrationsabhängige	Wirkung	 von	 TUDCA	 in	 vitro	
untersucht	 werden.	 Ziel	 war	 es,	 herauszufinden	 ab	 welcher	 TUDCA-Konzentration	 eine	




Unterschied	 gibt	 wie	 oft	 TUDCA	 appliziert	 wird	 oder	 ob	 es	 sogar	 einen	 prophylaktischen	
Effekt	 gibt.	 Dazu	 wurde	 die	 mRNA-Expression	 verschiedener	 bereits	 erprobter	






























deutlich,	 dass	 sich	 die	 Expression	 der	 verschiedenen	 Inflammationsmarker	 bei	 einer	
unterschiedlichen	 TUDCA-Konzentration	 unterschied.	 Bei	 ICAM-1,	 VCAM-1	 und	 auch	
E-Selektin	 lagen	 die	 höchsten	 Expressionswerte	 bei	 einer	 TUDCA-Konzentration	 von	
0,5	mg/ml	 vor.	 Dieses	 Ergebnis	 war	 unabhängig	 von	 der	 Anzahl	 der	 TUDCA-Applikationen	
(mit	oder	ohne	Vorbehandlung).	In	der	Regel	war	ein	stärkerer	anti-inflammatorischer	Effekt	








5.2.1.	 Systemische	 Inflammation	 des	 fetalen	 und	 maternalen	
Organismus	in	vivo	
Im	Hauptteil	des	Projektes	wurde	der	Inflammationszustand	der	Feten	sowie	die	körperliche	
Verfassung	der	 schwangeren	Maus	nach	 einer	 LPS-Behandlung	untersucht.	Hierzu	wurden	
anhand	 von	 Überlebensversuchen	 die	 Überlebenswahrscheinlichkeit	 sowie	 die	
Frühgeburtenrate	 in	der	 jeweiligen	Therapiegruppe	analysiert.	Nach	Feststellung	des	Basis-
Inflammationszustandes	 (Kontrolle/LPS-Behandlung),	 sollte	 anschließend	 die	 natürlich	




Die	 Überlebenswahrscheinlichkeit	 der	 Feten	 aus	 der	 Kontrollgruppe	 lag	 in	 allen	
Altersgruppen	 zwischen	 95	 %	 und	 100	 %	 (Abbildung	 9	 A).	 Auch	 bei	 der	 TUDCA-
Kontrollgruppe	lag	die	Überlebensrate	zwischen	88	%	und	100	%	und	zeigte	ebenfalls	keine	
signifikanten	Unterschiede	zwischen	den	einzelnen	Gestationsstadien.	Eine	zweimalige	LPS-












Abbildung	 9	 Intrauterines	 fetales	 Überleben	 A)	 sowie	 Erhöhung	 der	 fetalen	Überlebenswahrscheinlichkeit	
durch	 eine	 zusätzliche	 TUDCA-Gabe	 B).Bei	 schwangeren	 C57Bl/6-TgN(EGFP-Ly)-Tgr-Mäusen	
(Gestationsstadium	E13	–	17)	wurde	nach	den	verschiedenen	Behandlungen	das	intrauterine	fetale	Überleben	
zum	 Versuchsende	 ermittelt	 und	 als	 Mittelwerte	 +	 SEM	 von	 n	 =	 5	 –	 17	 schwangeren	 Mäusen	 pro	





Der	 klinisch	 relevante	 Faktor	 der	 Frühgeburtlichkeit	 ist	 ein	 weiterer	 wichtiger	 Outcome-
Parameter	 der	 Überlebensversuche.	 Hierbei	 war	 nicht	 der	 prozentuale	 Anteil	 der	 bereits	
geworfenen	 Feten	 von	 einem	 Wurf	 entscheidend,	 sondern	 nur	 der	 Fakt,	 ob	 die	 Geburt	
begonnen	 hat	 oder	 nicht.	 Im	 Anhang	 ist	 eine	 zusätzliche	 Darstellung	 der	 Anzahl	 der	
begonnenen,	aber	nicht	vollendeten	Geburten	zu	Versuchsende	dargestellt	(Abbildung	A4).	




LPS-Behandlung	 hingegen	 löste	 in	 jedem	 Gestationsstadium	 Frühgeburten	 aus,	 deren	
Häufigkeit	 sich	 im	Verlauf	der	Gestation	von	E14	zu	E18	signifikant	erhöhte	 (von	30	%	auf	
87	%).	 TUDCA/LPS-behandelte	 Mäuse	 zeigten	 eine	 mit	 der	 Gruppe	 der	 LPS-behandelten	
Mäuse	vergleichbare	Frühgeburtlichkeit	(E14	–	18	von	20	%	auf	77	%).	Insgesamt	gab	es	nach	
der	 TUDCA/LPS-Behandlung	 signifikant	 weniger	 Frühgeburten	 als	 nach	 der	 alleinigen	 LPS-
Behandlung	(Abbildung	10	B).	




































































Gabe	 B).	Die	Werte	 aus	 unabhängigen	 Experimenten	 sind	 als	 Rate	 in	 Prozent	 von	 n	 =	 5	 –	 17	 schwangeren	















auch	 durch	 die	 gemessenen	 Gewichtszunahmen	 bestätigen.	 Bei	 den	 anderen	 drei	

































































Die	 nun	 folgende	 Versuchsreihe	 glich	 den	 Überlebensversuchen	 -	 jedoch	 mit	 einer	
geringeren	Dosis	von	LPS	 (2	x	0,25	mg/kg	KGW)	sowie	TUDCA	(3x	500	mg/kg	KGW),	damit	
eine	 intrauterine	Untersuchung	der	Feten	ohne	Senkung	der	Überlebenswahrscheinlichkeit	
und	 Steigerung	 der	 Frühgeburtenrate	 durchgeführt	 werden	 konnte.	 Die	
Leukozytenrekrutierung,	 unterteilt	 in	 rollende,	 adhärierende	 und	 schlussendlich	




Die	 rollenden	 Neutrophilen	 Granulozyten	 (der	 erste	 Schritt	 der	
Leukozytenrekrutierungskaskade)	zeigten	bei	der	NaCl-Kontrolle	einen	signifikanten	Anstieg	
von	1	auf	13	rollende	Leukozyten/mm2	im	Verlaufe	der	Gestation	(Abbildung	11	A).	Bei	der	
LPS-behandelten	 Gruppe	 zeigte	 sich	 ebenfalls	 der	 Trend,	 dass	 die	 Anzahl	 der	 Roller	 im	
Verlauf	der	Gestation	von	2	auf	4	rollende	Leukozyten/mm2	anstieg.	Im	Entwicklungsstadium	
E18	 gab	 es	 bei	 den	 Kontrollen	 signifikant	 mehr	 Roller	 als	 nach	 der	 LPS-Behandlung.	 In	
Abbildung	11	B	wird	ersichtlich,	dass	bei	der	TUDCA/LPS-Gruppe	in	drei	Entwicklungsstadien	
eine	 signifikante	 Erhöhung	 der	 Anzahl	 an	 rollenden	 Neutrophilen	 im	 Vergleich	 zur	 LPS-
Behandlung	erfolgt	war.	Nach	der	TUDCA/LPS-Behandlung	zeigte	sich	ebenfalls	ein	Trend	zur	
erhöhten	 Anzahl	 rollender	 Leukozyten	 im	 Verlauf	 der	 Gestation	 von	 6	 auf	 10.	 Nach	 der	






Abbildung	11	Anzahl	an	 rollenden	Neutrophilen	Granulozyten	 in	 fetalen	Dottersackgefäßen.	Die	Werte	aus	
unabhängigen	Experimenten	 sind	als	Mittelwerte	±	SEM	von	3	–	17	 schwangeren	C57Bl/6-TgN(EGFP-Ly)-Tgr-
Mäusen	(Gestationsstadium	E13	–	17)	pro	Gestationsstadium	dargestellt	(N	(Feten)=	4	–	30;	n	(Gefäße)	=	13	–	





Die	 Untersuchungen	 zur	 Adhäsion,	 dem	 zweiten	 Schritt	 der	 Leukozytenrekrutierung,	
(Abbildung	 12	 A)	 ergaben	 bei	 den	 Kontrollen	 einen	 signifikanten	 Anstieg	 von	 2	 auf	 16	
adhärenten	Leukozyten/mm2	im	Verlauf	der	Gestation,	ebenso	nach	der	LPS-Stimulation	von	
4	 auf	 52	 adhärenten	 Leukozyten/mm2.	 Ab	 dem	 Gestationsstadium	 E15	 zeigte	 sich	 eine	
signifikante	 Erhöhung	 der	 Adhäsion	 nach	 der	 LPS-Behandlung	 um	 bis	 zu	 mehr	 als	 das	
Dreifache	 gegenüber	 der	 Kontrolle.	 Der	 Vergleich	 der	 Adhäsion	 nach	 der	 LPS-	 und	 der	
TUDCA/LPS-Behandlung	 zeigte	 deutlich,	 dass	 durch	 die	 zusätzliche	 TUDCA-Gabe	 eine	
Reduktion	 der	 adhärierenden	 Leukozyten	 auf	 ein	 ähnliches	 Niveau	 wie	 das	 der	 TUDCA-
Kontrolle	 erfolgte.	 Bei	 den	 Entwicklungsstadien	 E16,	 E17	 und	 E18	 war	 dieser	 Effekt	

















Behandlung	 mit	 TUDCA	 nahezu	 umkehren	 ließ	 (zwischen	 -1	 und	 -37	 rollende	
Leukozyten/mm2).	 Diese	 Beobachtungen	 waren	 in	 fortschreitender	 Gestation	 besonders	
deutlich	 (Abbildung	 13).	 Anhand	 der	 erhobenen	Daten	 bzgl.	 hämodynamischer	 Parameter	
(Tabelle	 A1)	 konnte	 gezeigt	 werden,	 dass	 sich	 die	 Gruppen	 nicht	 signifikant	 voneinander	
unterschieden	und	somit	miteinander	verglichen	werden	konnten.	Insgesamt	ergab	sich	eine	








Abbildung	 13	 Veränderung	 der	 Anzahl	 der	 adhärenten	 Neutrophilen	 Granulozyten	 durch	 eine	 zusätzliche	
TUDCA-Gabe	 zum	 LPS.	Dargestellt	 ist	der	Unterschied	 zwischen	der	 LPS-	und	der	TUDCA/LPS-Behandlung	 (Δ	
mean	 von	 adhärenten	 Leukozyten	 (relativ	 zur	 LPS-Behandlung)).	 Die	 Werte	 aus	 3	 –	 17	 unabhängigen	
Experimenten	sind	als	Mittelwerte	+	SEM	dargestellt	(N	(Feten)=	4	–	30;	n	(Gefäße)	=	13	–	80).	
	




Im	 dritten	 Schritt	 der	 Leukozytenrekrutierungs-Kaskade	 erfolgt	 die	 Transmigration	 der	
Neutrophilen	Granulozyten	 aus	 der	Mikrovaskulatur	 in	 das	 umliegende	Gewebe.	Mit	Hilfe	
der	 histologischen	 Schnitte	 der	 fetalen	 Lunge	und	Niere	 sowie	 der	 Plazenta	 der	 einzelnen	
Entwicklungsstadien	(E14	–	E18)	sollte	die	Anzahl	der	infiltrierten	Leukozyten	und	somit	der	
Grad	der	 Inflammation	bestimmt	werden.	 In	den	Abbildungen	14	–	16	 sind	 repräsentative	
Immunfluoreszenzbilder	entsprechender	Organe	dargestellt.	
	 	



































Abbildung	 14	 Darstellung	 repräsentativer	 Immunfluoreszenzbilder	 von	 infiltrierten	 Neutrophilen	
Granulozyten	 in	 der	 fetalen	 Lunge	 	 (E17)	 nach	 der	 Intravitalmikroskopie.	 Anschießend	 erfolgte	 nach	 der	
















Abbildung	 15	 Darstellung	 repräsentativer	 Immunfluoreszenzbilder	 von	 infiltrierten	 Neutrophilen	
Granulozyten	 in	 der	 fetalen	 Niere	 	 (E17)	 nach	 der	 Intravitalmikroskopie.	 Anschießend	 erfolgte	 nach	 der	





























In	 den	 drei	 Organen	 lässt	 sich	 bei	 allen	 Gruppen	 ein	 genereller	 Anstieg	 der	 Anzahl	 an	
infiltrierten	Leukozyten	im	Verlauf	der	Gestation	erkennen.	Abbildung	17	A	zeigt,	dass	nach	
der	 LPS-Behandlung	 die	 höchsten	 Infiltrationswerte	 in	 der	 fetalen	 Lunge	 vorlagen	 im	
Vergleich	zu	den	anderen	Behandlungsgruppen.	Bei	drei	der	fünf	Entwicklungsstadien	(E15,	
E17,	E18)	zeigte	sich	eine	signifikante	Erhöhung	der	Infiltration	nach	der	LPS-Stimulation	im	
Vergleich	 zur	 Kontrolle	 (Anstieg	 um	 151	 %	 –	 323	 %).	 Durch	 die	 zusätzliche	 TUDCA-Gabe	
wurde	die	durch	LPS-induzierte	Transmigration	in	die	fetale	Lunge	gesenkt.	Dieser	Effekt	lag	
zwischen	-40	bis	 -55	 infiltrierten	Leukozyten/mm2	(eine	Reduktion	von	40	%	bis	95	%)	und	
war	 in	 allen	 Entwicklungsstufen	 signifikant	 (Abbildung	 17	 D).	 Die	 Werte	 nach	 der	
TUDCA/LPS-Behandlung	 sowie	 die	 nach	 der	 alleinigen	 TUDCA-Gabe	 lagen	 in	 demselben	
Bereich	wie	die	Werte	der	Kontrollen	und	unterschieden	sich	nicht	signifikant	voneinander.	
Die	 Analyse	 der	 Leukozyteninfiltration	 in	 die	 Niere	 zeigte,	 dass	 ab	 E15	 eine	 signifikante	
Erhöhung	 durch	 die	 LPS-Stimulation	 zwischen	 121	 %	 –	 231	 %	 erfolgte	 (Abbildung	 17	 B).	
Durch	die	zusätzliche	TUDCA-Gabe	erfolgte	von	E15	–	E18	eine	signifikante	Reduzierung	der	







LPS-Stimulation	 im	 Vergleich	 zur	 Kontrolle	 (Anstieg	 um	 178	 %	 und	 156	 %)	 sowie	 eine	










Abbildung	17	Anzahl	der	 infiltrierten	Neutrophilen	Granulozyten	 in	die	A)	 fetale	 Lunge,	B)	 fetale	Niere,	 C)	
Chorion.	 Darstellung	 der	 Anzahl	 an	 Ly6G-positiven	 Zellen	 (A	 –	 C)	 und	 der	 durchschnittliche	 Unterschied	
zwischen	der	LPS-	und	TUDCA/LPS-Behandlung	(D	–	F).	Die	Werte	aus	unabhängigen	Experimenten	von	3	–	4	





















































































































































































































eine	 signifikante	 Zunahme	 der	 Infiltration	 von	 Neutrophilen	 nach	 der	 LPS-Stimulation	





























der	 Fluoreszenzintensitätswerte	 von	 ICAM-1	 im	 Vergleich	 zu	 den	 Kontrollen	 von	
64.0945	rel.	E.	auf	194.733	rel.	E.,	die	durch	die	zusätzliche	TUDCA-Gabe	zum	LPS	signifikant	
auf	 38.807	 rel.	 E.	 unter	 das	 Kontrollniveau	 abgesenkt	 wurde.	 Die	 TUDCA-Kontrolle	 wies	
einen	 Wert	 von	 25.835	 rel.	 E.	 auf,	 der	 ebenfalls	 niedriger	 als	 der	 Kontrollwert	 war.	
(Abbildung	19	A).	
In	der	fetalen	Niere	zeigte	sich	ein	ähnliches	Bild	allerdings	mit	deutlich	niedrigeren	Werten	
(Abbildung	 19	B).	 Der	 Basiswert	 lag	 bei	 2.985	 rel.	 E.	 und	wurde	 signifikant	 durch	 die	 LPS-
Gabe	auf	17.267	rel.	E.	stimuliert.	Wie	auch	bei	der	fetalen	Lunge	konnte	bei	den	Proben	der	
Niere	durch	die	zusätzliche	TUDCA-Gabe	zum	LPS	eine	signifikante	Reduzierung	der	ICAM-1-




(Kontrolle)	 signifikant	 auf	 einen	Wert	 von	 273.215	 rel.	 E.	 an	 (Abbildung	 19	 C).	 Nach	 der	















Bei	 den	 Lungenschnitten	 der	 schwangeren	 Mäuse	 lag	 ein	 Basiskontrollwert	 von	
568.843	rel.	E.	 vor	 (Abbildung	 	 20	 A),	 der	 durch	 die	 LPS-Behandlung	 signifikant	 auf	
796.733	rel.	 E.	 erhöht	wurde.	Die	 Fluoreszenzintensität	 des	 Inflammationsmarkers	 ICAM-1	
konnte	 in	 der	 maternalen	 Lunge	 signifikant	 durch	 die	 zusätzliche	 TUDCA-Gabe	 auf	
265.751	rel.	 E.	 reduziert	 werden.	 Die	 durchschnittliche	 Fluoreszenzintensität	 der	
Gewebsschnitte	der	TUDCA-Kontrolle	lag	unter	dem	Kontrollniveau	bei	126.979	rel.	E..	























































































Abbildung	20	Maternale	 ICAM-1-Fluoreszenzintensitäten	 	 in	A)	der	 Lunge	und	B)	der	Niere.	Die	Werte	aus	
unabhängigen	 immunhistochemischen	 Analysen	 von	 ICAM-1	 und	 anschließender	 Bestimmung	 der	
Fluoreszenzintensitätswerte	 mittels	 ImageJ	 von	 jeweils	 3	 schwangeren	 C57BL/6-TgN(EGFP-Ly)-Tgr-Mäusen	
(Gestationsstadium	E17)	sind	als	Mittelwerte	+	SEM	dargestellt	 (N	 (Maus)=	3;	n	 (Bilder)	=	30).	Die	Signifikanz	
wurde	mittels	One-Way-Anova	ermittelt	und	mit	*p	vs.	Kontrolle;	#p	vs.	LPS	<	0,05	dargestellt.	
	
Die	 immunhistochemischen	 Analysen	 von	 ICAM-1	 dienten	 der	 Einordnung	 zu	 einem	
Gesamtbild	 des	 Grades	 der	 Inflammation	 bei	 einer	 schwangeren	Maus	 und	 deren	 Feten.	











































































































































































Im	 Folgenden	 sind	 die	 fetalen	 sowie	 maternalen	 Plasmakonzentrationen	 von	 TNF,	 IFN-y,	
MCP-1	 und	 IL-6	 dargestellt	 (Abbildung	 22	 A	 –	 H),	 welche	 in	 sehr	 unterschiedlichen	
Größenordnungen	 gemessen	 wurden	 und	 differenziert	 stimulierbar	 sind.	 Alle	 Zytokine	
konnten	 bei	 den	 untersuchten	 Tieren	 durch	 eine	 LPS-Gabe	 stimuliert	werden,	 jedoch	war	
deren	Grad	unterschiedlich.	Bei	den	maternalen	Proben	zeigte	sich	bei	allen	Zytokinen	eine	
signifikante	 Erhöhung	 der	 Plasmaspiegel	 nach	 der	 LPS-Behandlung	 im	 Vergleich	 zur	
Kontrolle.	 Interferon	y	 war	 am	 wenigsten	 stimulierbar	 (um	 das	 5-fache),	 darauf	 folgten	
aufsteigend	TNF	(um	das	7-fache),	MCP-1	(um	das	21-fache)	und	IL-6	(um	das	271-fache).	Bei	
den	 Feten	 hingegen	war	 TNF	 am	wenigsten	 stimulierbar	 (um	 das	 3-fache),	 darauf	 folgten	
aufsteigend	 MCP-1	 (um	 das	 3-fache),	 IFN-y	 (um	 das	 4-fache)	 und	 IL-6	 (um	 das	 9-fache)	
(Abbildung	22	I).	TUDCA	war	in	der	Lage	alle	LPS-induzierten	Zytokinspiegel	im	Feten	(-50	%	
bis	zu	-80	%)	sowie	in	der	schwangeren	Maus	(-24	%	bis	zu	-81	%)	zu	senken	(Abbildung	22	J).	
Diese	 Reduzierung	war	 bei	 den	 verschiedenen	 Zytokinen	 unterschiedlich	 stark	 ausgeprägt	
(maternal	absteigend:	IL-6,	IFN-y,	TNF,	MCP-1;	fetal	absteigend:	MCP-1,	IL-6,	IFN-y,	TNF).	Die	
durch	TUDCA	induzierte	Suppression	war	zwischen	fetalen	und	maternalen	Zytokinspiegeln	
vergleichbar,	 abgesehen	 von	 MCP-1,	 welches	 fetal	 deutlich	 stärker	 reduziert	 gemessen	
wurde.	 In	 vielen	 Fällen	wurde	 durch	 die	 Reduzierung	 sogar	 das	 Basisniveau	 der	 Kontrolle	
erreicht.	Die	TUDCA-Kontrollen	zeigten	in	der	Regel	keine	Veränderung	zum	Kontrollniveau.	
































































































































































































































































































































































Nachdem	 zuerst	 die	 systemische	 Inflammation	 in	 Bezug	 auf	 das	 fetale	 Outcome	 (Kapitel	
5.2.1)	und	die	Inflammation	auf	zellulärer	Ebene	in	vivo	im	fetalen	Organismus	(Kapitel	5.2.2-
5.2.4)	 untersucht	 worden	 sind,	 sollen	 nun	 in	 den	 darauffolgenden	 Kapiteln	 die	 pro-
inflammatorischen	 Stimuli	 auf	 verschiedene	 Zelltypen	 (ohne	 zusätzliche	 Interaktionen	mit	
anderen	Zelltypen)	isoliert	betrachtet	werden.	
	
5.2.5.	 Expression	 verschiedener	 Inflammationsmarker	 auf	 Neutrophilen	
Granulozyten	
Es	 sollte	 nun	 der	 Grad	 der	 Inflammation	 sowie	 der	mögliche	 anti-inflammatorische	 Effekt	
von	 TUDCA	 auf	 verschiedene	 Oberflächenproteine	 (LFA-1	 &	 Mac-1)	 auf	 einem	 einzelnen	
Zelltypen,	dem	Neutrophilen	Granulozyten,	 auf	mRNA-Ebene	mittels	 real-time	 qPCR	 sowie	
auf	Proteinebene	mittels	Durchflusszytometrie	festgestellt	werden.	Die	isolierte	Betrachtung	
der	 Inflammation	 der	 Neutrophilen	 Granulozyten	 sollte	 klären,	 ob	 diese	 ggf.	 direkt	 oder	
indirekt	involviert	sind.		
Nach	der	Inkubation	mit	LPS	zeigte	sich	eine	1,8-fache,	signifikante	Erhöhung	der	Expression	
von	 LFA-1	 auf	 mRNA-Ebene	 im	 Vergleich	 zur	 Kontrolle	 (Abbildung	 23	 A).	 Durch	 die	
TUDCA/LPS-Gabe	(1,4-fach	zur	Kontrolle)	erfolgte	keine	relevante	Reduktion	im	Vergleich	zu	
der	 LPS-behandelten	Gruppe.	Die	Werte	der	 TUDCA-Kontrolle	 lagen	 in	 demselben	Bereich	
wie	 die	 der	 Kontrolle.	 Auf	 der	 Proteinebene	 zeigten	 sich	 keine	 signifikanten	Unterschiede	
zwischen	den	verschiedenen	Gruppen	(Abbildung	23	B).	
Die	 Analyse	 des	 zweiten	 Integrins	 Macrophage-1	 antigen	 (Abbildung	 23	 C),	 ein	 weiteres	
zelluläres	 Adhäsionsmolekül,	 ergab	 bei	 den	 Blutproben	 adulter	 Mäuse	 keine	 signifikante	
Abnahme	 der	 mRNA-Expression	 nach	 der	 LPS-Stimulation	 (auf	 das	 0,73-fache).	 Die	
Expressionswerte	 nach	 der	 TUDCA/LPS-Gabe	 befanden	 sich	 ungefähr	 auf	 dem	 Level	 der	
Kontrolle	 (das	 0,96-fache).	 Die	 alleinige	 TUDCA-Behandlung	 verursachte	 eine	 leichte,	 aber	
nicht	signifikante	Erhöhung	der	Mac-1-Expression	im	Vergleich	zur	Kontrolle.	
Hingegen	 war	 die	 Mac-1-Proteinexpression	 auf	 Neutrophilen	 Granulozyten	 signifikant	
unterschiedlich	 zwischen	 den	 Behandlungsgruppen	 (Abbildung	 23	 D).	 Die	 robuste	 LPS-

















Mac-1	 sowie	 die	 mRNA-Expression	 von	 LFA-1	 auf	 Neutrophilen	 signifikant	 steigern,	 was	
durch	 die	 zusätzliche	 TUDCA-Behandlung	 tendenziell	 oder	 sogar	 signifikant	 unterbunden	
wurde.		
	 	















































































































Neutrophile	 aus	 dem	 Knochenmark	 der	 Maus	 isoliert	 und	 in	 den	 sich	 anschließenden	
Flusskammerversuchen	 das	 Adhäsionsverhalten	 untersucht.	 Da	 das	 Endothel	 in	 diesem	
Versuchsaufbau	 synthetisch	 und	 somit	 statisch	 ist,	 kann	 eine	 Interaktion	 ausgeschlossen	
werden;	 mögliche	 festgestellte	 Effekte	 sind	 also	 ausschließlich	 auf	 die	 Neutrophilen	
Granulozyten	zurückzuführen.	
Eine	 nicht	 beschichtete	 Flusskammerkapillare	 (ohne	 Adhäsionsmoleküle)	 diente	 in	 diesem	
Versuch	 als	 Kontrolle.	 Die	 hier	 adhärenten	 Zellen	 stellen	 die	 unspezifischen	 Bindungen	
zwischen	den	Granulozyten	und	der	Kammer	dar.	Der	Unterschied	der	Anzahl	an	adhärenten	
Neutrophilen	der	nicht	beschichteten	und	der	(mit	P-Selektin,	ICAM-1	und	KC)	beschichteten	




























































5.2.7.	 Expression	 verschiedener	 Inflammationsmarker	 auf	 Endothelzellen	
(MAECs)	
Nachdem	 in	beiden	vorherigen	Kapiteln	die	Neutrophilen	Granulozyten	 separat	betrachtet	
wurden,	 erfolgte	 in	 diesem	 Kapitel	 die	 alleinige	 Betrachtung	 von	 Endothelzellen,	 um	






Der	 Grad	 der	 Inflammation	 sollte	 zuerst	 anhand	 von	 diversen	 Inflammationsmarkern	
festgestellt	 werden	 (Adhäsionsmoleküle:	 ICAM-1,	 VCAM-1	 und	 E-Selektin).	 Die	 Expression	







25	 I-J).	 Die	 Expression	 war	 nach	 der	 TUDCA/LPS-Behandlung	 auf	 der	 mRNA-Ebene	
































































































































































































































































































bei	 IL-6	 signifikant	 reduziert	 werden	 konnte.	 Alle	 getesteten	 Zytokine	 waren	 durch	 LPS	
stimulierbar,	 dies	 jedoch	 unterschiedlich	 stark.	 TNF	 ließ	 sich	 im	 Vergleich	 am	 wenigstens	
stark	hochregulieren	(5-fach),	darauf	folgten	MCP-1	(11-fach),	KC	(55-fach)	und	am	stärksten	














Abbildung	 26	 Zytokin-Expression	 von	Maus-Aorta-Endothelzellen	 	 (MAECs)	 auf	mRNA-Ebene(A-D),	 als	 fold	
change	E)	und	die	Reduktion	durch	die	zusätzliche	TUDCA-Gabe	F).	Die	A)	KC-,	B)	MCP-1-,	C)	IL-6-	und	D)	TNF-
Expression	 wurde	 als	Mittelwerte	 +	 SEM	 von	 n	 =	 3	 unabhängigen	 Experimenten	 dargestellt.	 Die	 Signifikanz	
wurde	mittels	One-Way-Anova	ermittelt	und	als	*p	vs.	Kontrolle	und	#p	vs.	LPS	mit	<	0,05	dargestellt.	 	



























































































































































Im	 Endoplasmatischen	 Retikulum	 werden	 Proteine	 synthetisiert.	 Wenn	 diese	 fehl-	 oder	




auf	 molekularer	 Ebene	 untersucht,	 um	 zu	 testen	 ob	 TUDCA	 als	 ER-Stresshemmer	 über	
diesen	Signalweg	fungiert	und	so	einen	anti-inflammatorischen	Effekt	auslöst.		






IRE1α	 ist	 ein	 Rezeptor,	 der	 bei	 der	 Signalübertragung	 vom	 endoplasmatischen	 Retikulum	
(ER)	zum	Nukleus	eine	wichtige	Rolle	spielt	und	in	der	Membran	des	ER´s	sitzt.	Im	Falle	von	
ER-Stress	und	der	daraus	resultierenden	Unfolded	Protein	Response	(UPR),	wird	 IRE1α	mit	
als	 Erstes	 in	 der	 Kaskade	 aktiviert	 und	 wurde	 daher	 hier	 als	 Erstes	 analysiert.	 Um	 die	
Expression	 von	 IRE1α	 in	 vivo	 zu	 analysieren,	wurden	 immunhistologische	Untersuchungen	
von	fetalen	Lungen,	Nieren	und	Plazenten	sowie	maternalen	Lungen	und	Nieren	angefertigt	







Im	 fetalen	 Lungengewebe	 war	 zu	 erkennen,	 dass	 die	 IRE1α-Expression	 nach	 einer	 LPS-
Stimulation	 im	 Vergleich	 zur	 Kontrolle	 um	 das	 Vierfache	 angestiegen	 war	 und	 auch	
signifikant	 höher	 war	 als	 die	 Werte	 der	 TUDCA-Kontrolle	 (Abbildung	 27	 A).	 Durch	 eine	
zusätzliche	 TUDCA-Gabe	 zum	 LPS	 wurde	 die	 Fluoreszenzintensität	 nicht	 signifikant	
verändert.	
Ein	vergleichbares	Bild	bezüglich	der	IRE1α-Expression	zeigte	sich	bei	den	Nierenpräparaten	
(Abbildung	27	B).	Nach	der	 LPS-Stimulation	 erfolgte	 eine	 erheblich	 stärkere	 Zunahme,	 um	
das	 Fünffache	der	 Fluoreszenzintensität,	 im	Vergleich	 zur	 Kontrolle.	Nach	der	 TUDCA/LPS-
Behandlung	zeigte	sich	ein	Trend,	aber	keine	signifikante	Reduktion	der	Werte.		
Auch	 im	 Chorion	 zeigten	 sich	 bei	 der	 durchschnittlichen	 Fluoreszenzintensität	 von	 IRE1α	
ähnliche	 Ergebnisse	 nach	 den	 verschiedenen	 Behandlungen	 (Abbildung	 27	 C).	 Die	 Basis-
Expression	 der	 Kontrolle	 konnte	 durch	 die	 LPS-Stimulation	 signifikant	 um	 mehr	 als	 das	
Dreifache	 gesteigert	werden.	Nach	 der	 zum	 LPS	 zusätzlichen	 TUDCA-Behandlung	war	 eine	
geringfügig	niedrigere	Expression	im	Vergleich	zur	LPS-Behandlung	zu	erkennen.	
Bei	 allen	drei	Organen	gab	es	 keine	 signifikante	 Erhöhung	der	 Fluoreszenzintensität	 durch	







Abbildung	27	 Inositol-requiring	enzyme	1	alpha	 (IRE1α)-Fluoreszenzintensitäten	 in	A)	der	 fetalen	Lunge,	B)	
der	 fetalen	 Niere	 und	 C)	 dem	 Chorion.	 Die	Werte	 aus	 unabhängigen	 immunhistochemischen	 Analysen	 von	
IRE1α	 und	 anschließender	 Bestimmung	 der	 Fluoreszenzintensitätswerte	 mittels	 ImageJ	 von	 jeweils	 3	








28	 A).	 Die	 IRE1α-Expression	 nach	 der	 TUDCA/LPS-Behandlung	war	 signifikant	 niedriger	 als	
die	nach	der	LPS-Behandlung	und	ungefähr	auf	dem	Niveau	der	Kontrolle.		
Nach	der	IHC-Färbung	der	renalen	Schnitte	der	schwangeren	Mäuse	hingegen	zeigte	sich	ein	
anderes	 Bild	 (Abbildung	 28	 B).	 Hierbei	wiesen	 die	 allgemeine	 Kontrolle	 sowie	 die	 TUDCA-
Kontrolle	 die	 höchsten	 Fluoreszenzwerte	 auf,	 die	 nach	 der	 LPS-Behandlung	 signifikant	 um	






















































































































Bei	 der	 fetalen	 Lunge,	 Niere,	 dem	 Chorion	 und	 der	 maternalen	 Lunge	 ließ	 sich	 eine	
Stimulation	 der	 IRE1α-Expression	 durch	 die	 LPS-Behandlung	 im	 Vergleich	 zur	 Kontrolle	
beobachten.	Durch	die	zusätzliche	TUDCA-Gabe	zum	LPS	zeigte	sich	nur	bei	der	maternalen	
Lunge	 eine	 signifikante	 Senkung	 der	 Fluoreszenzintensitätswerte	 im	 Vergleich	 zur	 LPS-







der	Faltung	der	Proteine.	Nach	Auftreten	von	 fehlgefalteten	Proteinen	 im	ER,	 löst	 sich	BiP	
von	 den	 membranständigen	 Rezeptoren	 des	 ER´s	 und	 bindet	 an	 diese	 fehlgefalteten	















































































Bei	 den	 immunhistologischen	 Auswertungen	 der	 fetalen	 Lungenschnitte	 (Abbildung	 29	 A)	
ergab	sich,	dass	die	Expression	von	BiP	nach	der	TUDCA/LPS-Behandlung	am	höchsten	war	
und	die	der	Kontrolle	sowie	TUDCA-Kontrolle	signifikant	niedriger.	Nach	der	LPS-Stimulation	
wurde	 eine	 signifikant	 niedrigere	 Expression	 als	 im	 Basiszustand	 detektiert	 (1,7-fach	
weniger).	 Die	 Fluoreszenzintensitäten	 nach	 der	 Behandlung	 mit	 den	 beiden	 ER-
Stressinduktoren	TM	und	TG	waren	am	geringsten.	
Bei	 der	 fetalen	 Niere	 hingegen	 konnte	 der	 Basiswert	 der	 BiP-Expression	 signifikant	 durch	




Behandlung	 waren	 (um	 das	 1,4-fache	 &	 1,6-fache)	 niedriger	 als	 die	 der	 Kontrolle	 und	
unterschieden	sich	nicht	signifikant	voneinander.	
In	 keinem	 Gewebe	 wurde	 eine	 signifikante	 Änderung	 der	 Fluoreszenzintensität	 durch	 die	
alleinige	 TUDCA-Gabe	 im	 Vergleich	 zur	 Kontrolle	 detektiert.	 Ebenfalls	 wurde	 in	 keinem	







Abbildung	29	Binding	 immunoglobulin	Protein	 (BiP)-Fluoreszenzintensitäten	 in	A)	der	 fetalen	Lunge,	B)	der	
fetalen	Niere	und	C)	dem	Chorion.	Die	Werte	aus	unabhängigen	immunhistochemischen	Analysen	von	BiP	und	






Die	 immunhistochemisch	 bestimmte	 Proteinexpression	 von	 BiP	 in	 den	 Lungenschnitten	
(Abbildung	30	A)	der	 schwangeren	Mäuse,	waren	nach	der	 LPS-Behandlung	 signifikant	um	
das	 2,4-fache	 höher	 im	 Vergleich	 zu	 allen	 anderen	 Behandlungen.	 Die	 Expressionen	 der	
Kontrollgruppe	 und	 der	 TUDCA-Kontrolle	 waren	 signifikant	 geringer	 als	 nach	 der	 LPS-




Expressionswerte.	 Die	 anderen	 Behandlungen	 lagen	 in	 demselben	 Bereich;	 ausschließlich	















































































































in	 B)	 der	 maternalen	 Niere.	 Die	 Werte	 aus	 unabhängigen	 immunhistochemischen	 Analysen	 von	 BiP	 und	





Es	 zeigte	 sich	 nur	 bei	 den	 fetalen	 Nieren-	 und	 den	 maternalen	 Lungenschnitten	 eine	
signifikante	 Stimulation	 durch	 die	 LPS-	 und	 eine	 signifikante	 Reduktion	 durch	 die	
TUDCA/LPS-Gabe	 in	 Bezug	 auf	 die	 BiP-Expression.	 In	 den	 maternalen	 Lungenpräparaten	
erfolgte	 die	 stärkste	 Reduktion	 durch	 die	 zusätzliche	 TUDCA-Gabe	 zum	 LPS	 (um	 64	%)	 im	
Vergleich	 zu	 den	maternalen	Nierenschnitten	 (um	 42	%)	 und	 den	 fetalen	Nierenschnitten	
(um	 28	 %)	 sowie	 den	 Plazentaschnitten	 (um	 15	 %).	 Nur	 in	 den	 fetalen	 Lungenanalysen	
konnte	keine	Reduktion	durch	die	zusätzliche	TUDCA-Gabe	detektiert	werden.	Die	Werte	der	




Transkriptionsfaktoren	 übernehmen	 bei	 der	 mRNA-Synthese	 eine	 wichtige	 Aufgabe	 als	
Regulatoren.	 ATF4	 ist	 unter	 anderem	 für	 die	 Induktion	 von	CHOP	 zuständig	 und	wurde	 in	
vivo	 anhand	 von	 immunhistologischen	 Untersuchungen	 von	 fetalen	 Lungen,	 Nieren	 und	








































































TUDCA/LPS-Behandlung	 (um	 das	 1,4-fache	 erhöht),	 der	 sich	 in	 einem	 ähnlichen	 Bereich	
befand,	wie	 die	Werte	 der	 beiden	 Kontrollen	 (Abbildung	 31	A).	Nach	 der	 Behandlung	mit	
LPS,	Tunicamycin	und	Thapsigargin	lagen	die	geringsten	Werte	vor.	
Bei	 der	 fetalen	 Niere	 dagegen	 ist	 eine	 leichte	 Erhöhung	 (um	 das	 1,5-fache)	 der	 ATF4-
Expression	nach	der	 LPS-Stimulation	 zu	 erkennen	gewesen.	Nach	der	 zusätzlichen	TUDCA-
Gabe	 zum	 LPS	 gab	 es	 keine	 Reduzierung,	 eher	 eine	 weitere	 Erhöhung.	 Die	
Fluoreszenzintensitätswerte	 von	 ATF4	 lagen	 nach	 der	 Tunicamycin-	 und	 Thapsigargin-
Behandlung	im	Bereich	der	Kontrollen	(Abbildung	31	B).	
Im	 Chorion	 wiesen	 die	 Proben	 der	 Kontrollen	 die	 höchsten	 ATF4-Expressionen	 auf	














































































































Bei	 der	 adulten	 Lunge	 war	 nach	 der	 immunhistochemischen	 Färbung	 zu	 erkennen	
(Abbildung	32	A),	 dass	das	 stärkste	 Signal	nach	der	 TM-Behandlung	 vorlag.	 Eine	 geringere	
Stimulation	 erfolgte	 nach	 der	 LPS-Behandlung	 (1,6-fach	 erhöht),	 die	 allerdings	 nicht	
signifikant	 höher	 war	 als	 die	 Intensitäten	 der	 Kontrollen.	 Durch	 die	 zum	 LPS	 zusätzlichen	
TUDCA-Gabe	 erfolgte	 eine	 signifikante	 Reduzierung	 (um	 das	 1,9-fache)	 im	 Vergleich	 zur	
alleinigen	LPS-Gabe.		
Bei	 der	 maternalen	 Niere	 zeigte	 sich	 bei	 ATF4	 ein	 ähnliches	 Muster	 wie	 schon	 bei	 den	
anderen	Molekülen	 (Abbildung	 32	B).	Die	 Fluoreszenzintensitätswerte	 der	 Kontrolle	 sowie	
der	TUDCA-Kontrolle	waren	die	Höchsten	und	die	der	LPS-Behandlung	die	Niedrigsten	(8,2-
fach	niedriger	 im	Vergleich	zur	Kontrolle),	die	somit	niedriger	als	nach	der	Behandlung	mit	




Abbildung	 32	Activating	 transcription	 factor	 4	 (ATF4)-Fluoreszenzintensitäten	 in	 A)	 der	maternalen	 Lunge	
und	in	B)	der	maternalen	Niere.	Die	Werte	aus	unabhängigen	immunhistochemischen	Analysen	von	ATF4	und	





Weder	 bei	 den	 fetalen	 noch	 den	 maternalen	 immunhistologischen	 Analysen	 der	 ATF4-

























































































dass	die	Kontrollwerte	am	höchsten	und	die	nach	der	 LPS-Behandlung	 signifikant	 (um	das	
2,4-fache)	 niedriger	waren.	 Der	 niedrigste	Wert	 lag	 nach	 der	 TUDCA/LPS-Behandlung	 vor,	
der	sogar	niedriger	als	der	von	der	TUDCA-Kontrolle	war.		
Die	XBP1-Expression	im	Chorion	ist	in	Abbildung	33	C	dargestellt.	Bei	den	Kontrollen	traten	
mit	 Abstand	 die	 höchsten	 Fluoreszenzintensitäten	 auf,	 die	 nach	 der	 LPS-Behandlung	
signifikant	niedriger	waren	(um	das	2,1-fache).	Die	 Intensitäten	nach	der	TUDCA/LPS-,	TM-	
sowie	TG-Applikation	unterschieden	sich	nicht	signifikant	voneinander.	Die	Werte	nach	der	








Niere	 und	 C)	 dem	 Chorion.	 Die	 Werte	 aus	 unabhängigen	 immunhistochemischen	 Analysen	 von	 XBP1	 und	






In	 der	 maternalen	 Lunge	 waren	 die	 Werte	 der	 Fluoreszenzintensitäten	 der	 Kontrollen	
ebenfalls	 sehr	 hoch.	Nach	 der	 LPS-Stimulation	 lagen	 nur	minimal	 höhere	Werte	 (1,2-fach)	
vor	als	bei	der	allgemeinen	Kontrollgruppe	(Abbildung	34	A).	Hingegen	nach	der	Applikation	





wies	 ebenfalls	 signifikant	 höhere	 XBP1-Intensitätswerte	 als	 die	 LPS-Behandlung	 auf.	 Die	











































































































der	 maternalen	 Niere.	 Die	 Werte	 aus	 unabhängigen	 immunhistochemischen	 Analysen	 von	 XBP1	 und	










es	 nur	 bei	 der	 maternalen	 Lunge	 (um	 73	 %).	 Bei	 der	 fetalen	 Niere	 (um	 73	 %)	 und	 dem	
Chorion	(um	57	%)	gab	es	einen	Trend	zur	Reduktion	der	Werte	durch	TUDCA.	
	
5.3.1.5.	 Untersuchungen	 von	 CCAAT/-enhancer-binding-protein	 homologous	
protein	(CHOP)	
CHOP	ist	ein	sich	am	Ende	der	Signalkaskade	des	ER-Stresses	befindendes	Molekül,	das	als	
Transkriptionsfaktor	 bei	 aussichtsloser	 Regulation	 des	 ER-Stresses	 aktiviert	 wird	 und	
schlussendlich	 für	 die	 Apoptose	 der	 Zelle	 sorgt.	 Um	 die	 Expression	 von	 CHOP	 nach	 den	










































































In	 der	 fetalen	 Lunge	 waren	 insgesamt	 nur	 sehr	 geringe	 nicht	 signifikante	 Unterschiede	
zwischen	 den	 verschiedenen	 Behandlungsgruppen	 bezüglich	 der	 CHOP-Expression	 zu	
erkennen	(Abbildung	35	A).		
Renale	 Fluoreszenzintensitäten	 von	 CHOP	 im	 Feten	 zeigten	 ebenfalls	 keine	 signifikanten	
Unterschiede	auf	(Abbildung	35	B).	
Bei	 den	 Gewebsschnitten	 der	 Plazenta	 (im	 Bereich	 des	 Chorions)	 hingegen	 zeigten	 die	
Fluoreszenzintensitäten	 der	 Kontrollen	 im	 Durchschnitt	 signifikant	 höhere	 Werte	 als	 die	
nach	 der	 LPS-Behandlung	 (4,6-fach	 reduziert).	 Eine	 signifikante	 Erhöhung	 der	
Fluoreszenzintensität	im	Vergleich	zur	LPS-Behandlung	erfolgte	durch	die	TUDCA/LPS-Gabe.	




Abbildung	 35	 CCAAT/-enhancer-binding-protein	 homologous	 protein	 (CHOP)-Fluoreszenzintensitäten	 in	 A)	
der	 fetalen	 Lunge,	 B)	 der	 fetalen	 Niere	 und	 C)	 dem	 Chorion.	 Die	 Werte	 aus	 unabhängigen	
immunhistochemischen	Analysen	von	CHOP	und	anschließender	Bestimmung	der	Fluoreszenzintensitätswerte	
mittels	ImageJ	von	jeweils	3	schwangeren	C57BL/6-TgN(EGFP-Ly)-Tgr-Mäusen	(Gestationsstadium	E17)	sind	als	



































































































In	 Abbildung	 36	 A	 ist	 zu	 erkennen,	 dass	 die	 maternalen	 Lungenschnitte	 die	 höchsten	
Fluoreszenzwerte	 nach	 der	 alleinigen	 TUDCA-Behandlung	 im	 Vergleich	 zu	 den	 geringsten	
Werten	der	Kontrollgruppe	aufwiesen	(2,2-fach	erhöht).	Expressionen	der	LPS-,	TUDCA/LPS-,	
TM-	 sowie	TG-Behandelten	 lagen	alle	etwa	 in	einem	Bereich	und	unterschieden	 sich	nicht	
signifikant.	
Bei	der	Analyse	der	Niere	hingegen	(Abbildung	36	B)	wies	die	Kontrollgruppe	eine	minimal	
niedrigere	 Expression	 als	 die	 der	 LPS-Behandelten	 auf	 (1,3-fach	 erhöht).	 Die	 Werte	 der	





Abbildung	 36	 CCAAT/-enhancer-binding-protein	 homologous	 protein	 (CHOP)-Fluoreszenzintensitäten	 in	 A)	
der	maternalen	Lunge	und	in	B)	der	maternalen	Niere.	Die	Werte	aus	unabhängigen	immunhistochemischen	


















































































5.3.1.6.	 Ergebniszusammenfassung	 zur	 Rolle	 von	 ausgewählten	 ER-
Stressmolekülen	im	Projekt	
Die	 Expressionsanalyse	 der	 Moleküle	 aus	 den	 drei	 gewählten	 Gruppen	 (Rezeptoren,	
Chaperone,	 Transkriptionsfaktoren)	 der	 UPR-Signalkaskade,	 die	 durch	 den	 ER-Stress	
ausgelöst	 wird,	 ergab	 keine	 konsistente	 Hochregulation	 durch	 LPS	 und	 keine	 konsistente	
Blockade	 einer	 LPS-bedingten	 Stimulation	 durch	 TUDCA.	 In	 einigen	 Versuchen	 gab	 es	 den	
Trend,	 dass	 die	 Werte	 nach	 der	 LPS-Behandlung	 anstiegen	 und	 nach	 der	 TUDCA/LPS-
Behandlung	 niedriger	 waren.	 Aber	 in	 den	 meisten	 Fällen	 war	 die	 Expression	 bei	 den	
Kontrollen	 und	 der	 TUDCA/LPS-Gruppe	 recht	 hoch.	 Die	 Ergebnisse	 der	 ER-Stress-
Expressionsanalysen	 der	 fetalen	 Proben	 unterschieden	 sich	 häufig	 von	 denen	 der	
Schwangeren,	 ein	 klares	 Muster	 war	 jedoch	 nicht	 zu	 erkennen.	 Obgleich	 nicht	 immer	
konsistent,	 waren	 die	 immunhistochemischen	 Expressionsanalysen	 im	 Vergleich	 zu	 den	
anderen	Expressionsanalysen	(s.	Anhang)	noch	am	aussagekräftigsten.	So	zeigten	die	mittels	
Western	 Blot	 erlangten	 Ergebnisse	 bzgl.	 der	 Proteinexpression	 (fetale	 Lunge	&	 Leber)	 bei	
keinem	der	ausgewählten	Moleküle	eine	 signifikante	Hochregulation	durch	LPS	 (Abbildung	
A12).	Bei	 IRE1α,	BiP	und	XBP1	gab	es	 lediglich	einen	Trend	 zur	 Steigerung	der	Expression.	






Fokus	 genommen,	 wie	 der	 oxidative	 Stress	 und	 der	 TNF-Signalweg.	 Weiterhin	 wurde	 die	
Expression	 des	 TGR5-Rezeptors,	 der	 den	MAP-Kinase-Signalweg	 aktiviert,	mittels	 Analysen	
von	MAECs	auf	der	mRNA-Ebene	untersucht.		
Die	 Analysen	 von	 p47(phox)	 bzgl.	 des	 oxidativen	 Stresses	 und	 TRAF2	 bzgl.	 des	 TNF-
Signalwegs	 ergaben	 auf	 mRNA-Ebene	 keine	 signifikanten	 Änderungen	 nach	 den	
Behandlungen	 im	Vergleich	zur	Kontrolle	und	sind	daher	 im	Anhang	dargestellt	 (Abbildung	
A14).	 Da	 diese	 Ergebnisse	 nicht	 zielführend	 waren,	 wurde	 auf	 weitere	 Untersuchungen	








sollte	 daher	 überprüft	 werden,	 ob	 die	 natürlich	 vorkommende	 Gallensäure	 TUDCA	 einen	
Effekt	auf	die	Expression	dieses	Rezeptors	auslöst.	Aus	diesem	Grund	wurde	die	Expression	
bei	 den	 beiden	 für	 dieses	 Projekt	 bedeutenden	 Zelltypen	 (MAECs	 und	 Neutrophile	
Granulozyten)	untersucht.	
5.3.2.1.	TGR5-mRNA-Expression	von	MAECs	(in	vitro)	
Die	 Regulation	 des	 TGR5-Rezeptors,	 an	 den	 TUDCA	 direkt	 binden	 kann,	wurde	 in	 vitro	 an	
kultivierten	Endothelzellen	untersucht	 (Abbildung	37).	Nach	der	LPS-Stimulation	ergab	sich	
nur	eine	geringfügige	Erhöhung	der	TGR5-Expressionswerte	 in	MAECs	um	das	1,3-fache	 im	
Vergleich	 zur	 Kontrolle.	 Nach	 der	 TUDCA/LPS-Behandlung	 fand	 keine	 Veränderung	 im	
Vergleich	 zur	 Kontrolle	 statt.	 Allerdings	 erfolgte	 nach	 alleiniger	 Gabe	 von	 TUDCA	 eine	
Erhöhung	der	Expression	um	das	Dreifache.	Ein	Trend	zu	einer	verstärkten	Expression	 ließ	
sich	auch	nach	den	beiden	Vorbehandlungen	 (V.)	mit	TUDCA	erkennen	 (2,1-fach	bzw.	2,2-




Abbildung	 37	 TGR5-Expression	 von	Maus-Aorta-Endothelzellen	 (MAECs)	 auf	mRNA-Ebene.	Dargestellt	 sind	















































Die	 gleiche	 Versuchsreihe	 wurde	 analog	 mit	 frisch	 isolierten,	 primären	 Neutrophilen	
Granulozyten	aus	der	Maus	durchgeführt	(Abbildung	38).	Durch	die	LPS-Applikation	stieg	die	
TGR5-mRNA-Expression	 nur	 geringfügig	 an	 (um	 das	 1,4-fache),	 ebenso	 wie	 nach	 der	
TUDCA/LPS-Behandlung	 (1,7-fach).	 Allerdings	 kam	 es	 durch	 die	 alleinige	 TUDCA-Gabe	 zu	
einer	 2,6-fachen,	 signifikanten	 Erhöhung	 der	 TGR5-Expression.	 Bei	 den	 beiden	 TUDCA	





die	 Mittelwerte	 +	 SEM	 aus	 n	 =	 3	 unabhängigen	 Versuchen.	 Die	 Signifikanz	 wurde	 mittels	 One-Way-Anova	
ermittelt	und	als	*p	vs.	Kontrolle	und	#p	vs.	LPS	<	0,05	dargestellt.	
	
Die	 mRNA-Expressionen	 des	 TUDCA-Rezeptors	 TGR5	 auf	 den	 MAECs	 sowie	 auf	 den	






















































wurde	 ein	 Titrationsversuch	 in	 vitro	 durchgeführt.	 Zusätzlich	wurde	der	Versuch	mit	 einer	
weiteren	 TUDCA-Vorbehandlung	 (30	min)	 vor	 dem	Versuch	 durchgeführt.	Mit	 Hilfe	 dieser	
Versuche	 konnte	 nun	 verifiziert	 werden,	 ob	 die	 Expression	 des	 TGR5-Rezeptors	 von	 der	
vorherrschenden	 TUDCA-Konzentration	 und/oder	 von	 der	 Inkubationszeit	 abhängt	 bzw.	
beeinflusst	 werden	 kann.	 Bei	 dem	 Versuch	 ohne	 TUDCA-Vorbehandlung	 ließ	 sich	 eine	
Erhöhung	 der	 TGR5-mRNA-Konzentration	 (bis	 2	 mg/ml)	 mit	 steigender	 TUDCA-
Konzentration	feststellen	(Abbildung	39	A).		
Derselbe	 Kinetik-Versuch	 wurde	 nun	 mit	 einer	 zusätzlichen	 TUDCA-Vorbehandlung	
durchgeführt	(Abbildung	39	B).	Auch	bei	diesem	Versuch	zeigte	sich	die	gleiche	Abhängigkeit	
zwischen	der	 gegebenen	TUDCA-Konzentration	und	der	 gemessenen	TGR5-Expression.	Die	
niedrigste	 mRNA-Expression	 war	 auch	 hier	 bei	 der	 niedrigsten	 TUDCA-Konzentration	 zu	




Abbildung	 39	 TGR5-Expression	 von	 MAECs	 bei	 verschiedenen	 TUDCA-Konzentrationen	 auf	 mRNA-



























































































wurde	 in	dem	zuvor	etablierten	 in	 vitro-Versuch	mit	den	murinen	aortalen	Endothelzellen	
der	TGR5-Inhibitor	 (TGR5I)	 in	drei	Konzentrationsstufen	getestet	 (10	µM,	1	µM,	1	nM).	Als	
Maßstab	 für	 den	 anti-inflammatorischen	 Effekt	 wurde	 die	 Expression	 des	
Inflammationsmarkers	ICAM-1	verwendet	(Abbildung	40).	Als	Kontrolle	wurde	ausschließlich	
der	 Inhibitor	 zu	 den	 Zellen	 gegeben.	 Verglichen	mit	 den	 Zellen,	 die	 keinerlei	 Behandlung	
erfahren	haben,	zeigte	sich	keine	Veränderung	des	Phänotyps	sowie	der	mRNA-Expression	
von	 ICAM-1	 (0,99-	 und	 0,9-fach).	 Nach	 der	 LPS-Behandlung	 zeigte	 sich	 ein	 pro-
inflammatorischer	Effekt,	die	mRNA-Konzentration	von	ICAM-1	stieg	um	das	8,1-fache.	Diese	
Stimulation	 konnte	 in	 diesem	 Versuch	 durch	 die	 zusätzliche	 TUDCA-Gabe	 signifikant	
reduziert	werden	(3,9-fach).		
Bei	 einer	 weiteren	 Behandlung	 wurde	 zur	 TUDCA/LPS-Behandlung	 der	 Inhibitor	
dazugegeben.	 Bei	 allen	 drei	 Konzentrationsstufen	 des	 Inhibitors	 ist	 keine	 signifikante	
Veränderung	im	Vergleich	zu	der	reinen	TUDCA/LPS-Behandlung	zu	erkennen	gewesen	(3,4-































































































Die	 Untersuchungen	 der	 Signalwege	 (ER-Stress,	 oxidativer	 Stress,	 TNF-Signalweg)	 waren	
nicht	 eindeutig	 zielführend,	 vielmehr	 zeigte	 sich,	 dass	 diese	Wege	mit	 den	 ausgewählten	
Markern	in	diesem	Projekt	nicht	von	großer	Bedeutung	bzgl.	der	Substanzen	LPS	und	TUDCA	
sein	könnten.		
Hingegen	 zeigten	 sich	 bei	 der	 Analyse	 des	 TGR5-Rezeptors	 die	 ersten	 Hinweise	 auf	 eine	
Veränderung	 durch	 die	 TUDCA-Behandlung.	 Die	 Versuche	mit	 den	 verschiedenen	 TUDCA-
Konzentrationen	 haben	 signifikant	 einen	 Zusammenhang	 zwischen	 der	 TGR5-mRNA-
Konzentration	 und	 den	 verwendeten	 TUDCA-Konzentrationen	 gezeigt.	 Durch	 eine	
zusätzliche	Vorbehandlung	mit	TUDCA	konnte	eine	etwas	stärkere	Hochregulation	der	TGR5-






Ein	 vordergründiges	 Ziel	 dieser	 Arbeit	 war,	 die	 anti-inflammatorischen	 Eigenschaften	 von	
TUDCA	 im	Mausmodell	 für	die	Amnioninfektion	auf	verschiedenen	Ebenen	zu	untersuchen	
und	vermittelnde	molekulare	Mechanismen	aufzuklären.		
Die	 Plazentagängigkeit	 von	 TUDCA	 sollte	 analysiert	 werden,	 um	 zu	 klären	 ob	 TUDCA	
maternale	oder	 zusätzlich	 auch	 fetale	Wirkmechanismen	bedienen	kann.	Das	 verabreichte	





werden.	 In	 der	 Regel	 war	 ein	 stärkerer	 anti-inflammatorischer	 Effekt	 ab	 einer	 TUDCA-
Konzentration	 von	 2	 mg/ml	 zu	 erkennen.	 Die	 niedrigsten	 Expressionslevel	 der	
Inflammationsmarker	 traten	 bei	 den	höchsten	 TUDCA-Konzentrationen	 (4	 –	 8	mg/ml)	 auf.	
Anhand	dieser	Experimente	wurde	eindeutig,	dass	der	positive	anti-inflammatorische	Effekt	
von	 TUDCA	 von	 dessen	 Konzentration	 abhängt.	 Die	 Studien	 von	 Vandewynckel	 et	 al.	
machten	 anhand	 der	 metabolischen	 Aktivität	 von	 HepG2-Zellen	 ebenfalls	 die	
konzentrationsabhängigen	Effekte	TUDCA´s	deutlich	[76].	Für	die	weiteren	in	vitro-Versuche	
wurde	 die	 Konzentration	 von	 2	 mg/ml	 ausgewählt	 und	 verwendet.	 Auf	 Grundlage	 dieser	
Versuchsreihe	 wurde	 auch	 die	 Toxizität	 von	 TUDCA	 beurteilt.	 Anhand	 der	 subjektiven	
Beurteilung	 der	 morphologischen	 Zellbeschaffenheit	 der	 MAECs	 zeigten	 sich	 keinerlei	
Anzeichen	auf	toxische	Effekte	von	TUDCA.	Nach	Herstellerangaben	wurde	eine	akute	orale	
Toxizität	 (LD50)	 erst	 bei	 >	 5000	mg/kg	bei	 einer	Ratte	detektiert	 [77].	Auch	Carubbi	et	al.	
beschrieben	bei	HepG2-Zellen	 keine	 toxischen	Effekte	nach	einer	 TUDCA-Applikation.	Dies	
liegt	 unter	 anderem	 daran,	 dass	 TUDCA	 eine	 sehr	 polare,	 hydrophile	 Substanz	mit	 einem	








Im	 Amnioninfektionsmodell	 konnte	 eine	 fetale	 Inflammation	 über	 die	 maternale	
intraperitoneale	Injektion	von	LPS	ausgelöst	werden.	Die	fetale	Inflammation	spiegelte	sich	
auch	 im	 reduzierten	 fetalen	 Outcome	 wider.	 In	 Übereinstimmung	 mit	 vorangehenden	
Arbeiten	[81,	82]	war	die	fetale	Mortalität	und	Frühgeburtenrate	nach	einer	LPS-Gabe	sehr	





Bakterienbestandteile	 Peptidoglykan	 und	 LTA	 von	 S.	 aureus	 [83,	 84]	 keine	 nachweisbare	
fetale	 Inflammation	 induziert	 werden	 konnte,	 erwies	 sich	 LPS	 des	 gram-negativen	
Bakteriums	 E.	 coli	 als	 ein	 wirkungsvolles	 pro-inflammatorisches	 Stimulanz	 im	
Amnioninfektionsmodell.	 Aufgrund	 der	 Erkenntnis,	 dass	 verschiedene	 LPS-Chargen	
unterschiedlich	 starke	 Entzündungsreaktionen	 bei	 derselben	 Substanzmenge	 auslösten,	
wurde	 nun	 zusätzlich	 zur	 Konzentrationsangabe	 in	mg/kg	 die	 Endotoxinunit	 (EU)	 ermittelt	
und	 angegeben.	 Gram-negative	 Bakterien	 wie	 E.	 coli	 haben	 einen	 grundsätzlich	 anderen	
Aufbau	 der	 Zellwand	 und	 wirken	 über	 andere	 Signalwege	 (TLR4)	 im	 Vergleich	 zu	 gram-
positiven	 Erregern	 (TLR2),	 wodurch	 sie	 in	 diesem	 Projekt	 offenbar	 effizienter	 einen	 pro-
inflammatorischen	 Effekt	 in	 der	 schwangeren	Maus	 sowie	 deren	 Feten	 auslösen	 konnten	
[85].	 Die	 Studien	 von	Hessle	et	 al.	 und	 Yipp	et	 al.	 unterstützen	 diese	Hypothese	 [86,	 87].	
Hessle	et	al.	 zeigte	beispielsweise	an	humanen	Monozyten,	dass	hierbei	 LPS	dieselbe	pro-




Fetalzeit	 spielen,	 sind	 diesbezüglich	 nur	 wenige	 Daten	 vorhanden	 [88].	 Aufgrund	 dieser	
Befunde	und	Gegebenheiten	beschränkt	sich	die	vorliegende	Arbeit	auf	die	Applikation	von	
gram-negativen	Zellwandbestandteilen	von	E.	coli.	





Erwachsenenalter	 andauern	 können	 [88].	 Aus	 diesem	 Grund	 ist	 es	 von	 großem	 Interesse	
diese	Inflammationszustände	in	der	Fetalzeit	zu	erforschen	und	falls	möglich	zu	behandeln.	
Der	 pro-inflammatorische	 Effekt	 der	 maternalen	 LPS-Injektion	 konnte	 in	 dieser	 Arbeit	
ebenfalls	durch	die	Analyse	der	fetalen	Leukozytenrekrutierung	belegt	werden.	So	war	eine	
signifikante	Erhöhung	der	Anzahl	an	adhärenten	Neutrophilen	Granulozyten	nach	der	 LPS-
Applikation	 im	 Vergleich	 zur	 Kontrolle	 zu	 erkennen.	 Diese	Methode	 bzgl.	 der	 Analyse	 der	
fetalen	 Leukozytenrekrutierung	 in	 vivo	 wurde	 von	 Sperandio	 et	 al.	 adaptiert	 [23].	 Bei	 der	
Studie	wurde	allerdings	ein	pro-inflammatorischer	Stimulus	mit	einer	fMLP-Superfusion	des	
fetalen	 Dottersacks	 ausgelöst,	 der	 zu	 einer	 fetalen	 Leukozytenrekrutierung	 mit	 einem	
ähnlichen	 Ausmaß	 wie	 in	 der	 vorliegenden	 Studie	 führte.	 Der	 Effekt	 einer	 maternalen	
Inflammation	 mit	 Induktion	 der	 fetalen	 Leukozytenrekrutierung	 ist	 bisher	 noch	 nicht	




nur	 in	 geringen	 Spuren	oder	 gar	nicht	über	die	Plazenta	 in	die	 fetale	 Zirkulation	übergeht	
[81,	 89].	 Dies	 wurde	 in	 der	 vorliegenden	 Arbeit	 allerdings	 nicht	 untersucht.	 Die	 Autoren	
postulierten,	dass	die	fetale	Inflammation	hauptsächlich	durch	maternale	Zytokine	und	pro-
inflammatorische	 Mediatoren	 ausgelöst	 wird,	 die	 durch	 passieren	 der	 Plazenta	 die	
Leukozytenrekrutierung	und	die	Organinfiltration	im	Feten	auslösen	[81,	90].	
Das	 in	diesem	Projekt	 genutzte	Amnioninfektionsmodell	 erwies	 sich	 als	 standardisiert	 und	
reproduzierbar.	 Die	 Variation	 bzgl.	 des	 pro-inflammatorischen	 Effekts	 bei	 den	 einzelnen	
Feten	innerhalb	eines	Wurfes	stellte	sich	als	relativ	gering	dar.	Größere	Schwankungen	sind	
hingegen	nach	intrauteriner	LPS-Injektion	beschrieben	[91].		
Ohne	 LPS-Stimulation	 fand	 sich	 eine	 Basisrate	 rollender	 Leukozyten,	 da	 einige	 Leukozyten	
stets	prophylaktisch	zur	Detektion	von	Erregern	am	Endothel	patrouillieren	[92].	Außerdem	
erfolgte	 durch	 die	 mikrochirurgischen	 Eingriffe	 während	 des	 Versuchs	 eine	 traumatische	
Stimulation	[93].	Die	relativierte	Anzahl	an	rollenden	Leukozyten	als	Rolling	Flux	Fraction	ist	
ebenfalls	 im	 Anhang	 dargestellt,	 weicht	 allerdings	 nicht	 entscheidend	 von	 der	 anderen	
Darstellungsform	ab	(Abbildung	A15).		
Die	 Gesamtanzahl	 an	 fließenden	 Neutrophilen	 kann	 sich	 durch	 die	 verschiedenen	




zusätzliche	 Leukozyten	aus	dem	Knochenmark	 rekrutiert	werden	 [94].	 In	der	 vorliegenden	
Arbeit	war	dies	allerdings	zu	vernachlässigen.	
Nach	der	LPS-Behandlung	nahm	die	Leukozytenadhäsion	zu,	während	das	Leukozytenrollen	
abnahm.	 Dieser	 umgekehrte	 proportionale	 Effekt	 kann	 durch	 die	 geringere	 Anzahl	 an	




Kontrolle	 ab	 [95].	 Andere	 Studien	 zeigten	 nach	 der	 LPS-Stimulation	 neben	 einer	 erhöhten	
Adhäsion	 ebenfalls	 eine	 Erhöhung	 des	 Leukozytenrollens	 z.	 B.	 im	Mesenterium	 der	 Ratte	
[96],	 in	postkapillaren	Venolen	 im	Gehirn	[97]	oder	auch	 im	Cremastermuskel	von	Mäusen	
[98,	99].	
Der	 nächste	 Schritt	 der	 Leukozytenrekrutierung	 –	 die	 Transmigration	 –	 wurde	 ebenfalls	





erwartet	wurde.	 In	diesem	Organ	war	auffällig,	dass	die	 Leukozyteninfiltration	 im	Stadium	
E14	 der	 Kontrolle	 signifikant	 höher	 war	 als	 bei	 den	 anderen	 Behandlungsgruppen.	 Dies	
könnte	durch	die	primordiale	Blutbildung	in	der	Plazenta	zu	begründen	sein	[100].	Durch	die	




Spezies	 nach	 einer	 LPS-Applikation	 in	 den	 verschiedenen	 Organen.	 Galinsky	 et	 al.	
beschrieben	beispielsweise	die	klinische	Relevanz	bzgl.	einer	erhöhten	Leukozyteninfiltration	
in	der	Niere,	da	sich	hierbei	die	Anzahl	von	Nephrons	im	fetalen	Schaf	reduzierte	[101].	Eine	
erhöhte	 LPS-Exposition	 während	 der	 Schwangerschaft	 kann	 auch	 ursächlich	 für	 eine	
Hypertonie	 [102]	 und	 ein	 verändertes	 renales	 dopaminerges	 System	 sein	 [103].	 Auch	 die	
übermäßige	 Infiltration	 von	 Neutrophilen	 in	 die	 Lunge	 kann	 Spätfolgen	 haben,	







Die	 Auswirkungen	 der	 maternalen	 Inflammation	 auf	 die	 Feten	 variierten	 im	 Verlauf	 der	
Gestation.	 Grundsätzlich	 stieg	 die	 Anzahl	 an	 rollenden,	 adhärierenden	 sowie	 infiltrierten	
Neutrophilen	Granulozyten	und	auch	die	Überlebensrate	 im	Verlauf	der	Gestation	von	E14	
zu	E18	signifikant	an.	Diese	Erkenntnisse	stimmen	mit	denen	von	Naik	et	al.	und	Buschmann	
et	 al.	 überein	 [28,	 47].	Das	 Immunsystem	 ist	 bei	Mausfeten	 am	14.	 Entwicklungstag	 noch	
unreif.	 Da	 die	 Expression	 der	 Adhäsionsmoleküle	 sehr	 gering	 ist,	 besteht	 kaum	 das	
Vermögen	der	Neutrophilen	am	Endothel	 zu	binden	und	zu	 rollen	bzw.	 zu	adhärieren	 [22,	
23,	28,	47,	106-108].	Integrine	und	deren	Liganden	wie	z.	B.	PSGL-1	sowie	Mac-1,	LFA-1	und	




erst	 später	 in	 der	 Gestation	 ab	 E16	 –	 E17	 entwickelt	 [22,	 81].	 So	 war	 auch	 in	 der	
vorliegenden	Arbeit	ein	signifikanter	Unterschied	in	der	Plazenta	erst	ab	E17	zu	detektieren.	




E17	 und	 mit	 maternalen	 Proben	 vertieft.	 Hierbei	 war	 ebenfalls	 die	 mangelnde	 fetale	
Expression	 von	 Adhäsionsmolekülen	 (in	 diesem	 Fall	 von	 ICAM-1)	 im	 Vergleich	 zum	
Erwachsenenalter	 zu	 erkennen.	 Die	 beobachtete	 pro-inflammatorische	 Stimulation	 der	
ICAM-1-Expression	 durch	 LPS	 deckt	 sich	 mit	 bisherigen	 Studien	 [109-111].	 In	 diesem	
Entwicklungsstadium	 17	 wurden	 zudem	 Zytokine	 als	 Marker	 und	 Mediatoren	 von	
Entzündungsvorgängen	untersucht	[81,	112].	Die	Analyse	von	Plasmazytokinspiegeln	belegt	
die	 fetale	 Downregulation	 pro-inflammatorischer	 Zytokine	 im	 Vergleich	 zur	 adulten	Maus	
und	unterstützt	die	Hypothese	der	fetalen	Immunreifung.	
In	 Übereinstimmung	 mit	 Salminen	 et	 al.	 konnte	 eine	 Erhöhung	 pro-inflammatorischer	




Zytokinprofilen	 waren	 die	 fetalen	 Basiszytokinlevel	 geringer	 und	 weniger	 durch	 LPS	
stimulierbar	[81].	
6.2.	Die	anti-inflammatorisch	wirkende	Substanz	TUDCA	
Im	 stabil	 etablierten	 Maus-Amnioninfektionsmodell	 wurde	 die	 natürlich	 vorkommende	
Gallensäure	 –	 die	 Tauroursodeoxycholsäure	 –	 auf	 ihre	 anti-inflammatorische	 Wirkung	 in	
vielen	Facetten	der	fetalen	Entzündung	getestet.		
Da	bisher	keine	in	vivo-Studien	bzgl.	der	fetalen	Leukozytenrekrutierung	nach	einer	TUDCA-
Applikation	 vorlagen,	 lag	 der	 Fokus	des	 vorliegenden	Projektes	 auf	 dem	 in	 vivo-Ansatz.	 Es	
konnte	 eine	 fetale	 anti-inflammatorische	 Wirkung	 von	 TUDCA	 im	 LPS-





Aus	 den	 Ergebnissen	 der	 vorliegenden	 Arbeit	 wurde	 ersichtlich,	 dass	 der	 anti-
inflammatorische	Effekt	von	TUDCA	offensichtlich	durch	die	schwangere	Maus	auf	den	Feten	
übertragen	 wurde	 und	 alle	 Anzeichen	 einer	 Inflammation	 gelindert	 werden	 konnten.	
Während	 TUDCA	 die	 LPS-induzierte	 Sterblichkeit	 sowie	 die	 Frühgeburtenrate	 signifikant	
senkte,	war	die	LPS-induzierte	Leukozytenrekrutierung	bis	auf	das	Kontrollniveau	blockiert.	
Die	Anzahl	der	adhärenten	 sowie	der	 infiltrierten	Leukozyten	konnte	auf	bzw.	 sogar	unter	
das	 Kontrollniveau	 gesenkt	werden.	Die	Anzahl	 der	 rollenden	 Leukozyten	war	wie	 bei	 der	
Kontrolle	 höher	 als	 bei	 der	 LPS-behandelten	 Gruppe.	 Daher	 lässt	 sich	 die	 Hypothese	
aufstellen,	dass	der	Effekt	von	TUDCA	in	der	Kaskade	der	Leukozytenrekrutierung	erst	nach	

















UDCA	 die	 Chemotaxis	 von	 Neutrophilen	 in	 neonatalen	 sowie	 adulten	 PMN´s	 nach	 einem	
fMLP-Stimulus	reduzieren	kann	[125].	
Eine	 weitere	 Erkenntnis	 aus	 dieser	 Arbeit	 ist,	 dass	 TUDCA	 keine	 negativen	 und	 toxischen	
Effekte	aufwies.	Durch	die	alleinige	TUDCA-Applikation	 lag	keine	signifikante	Änderung	der	
Anzahl	an	Frühgeburten,	intrauterinem	Tod,	adhärenten	sowie	infiltrierten	Neutrophilen	vor	
und	 die	 alleinige	 TUDCA-Behandlung	 wirkte	 sich	 offensichtlich	 nicht	 negativ	 auf	 den	
Schwangerschaftsverlauf	 aus.	 Interessanterweise	 gab	 es	 nach	 der	 alleinigen	 TUDCA-Gabe	
weniger	Frühgeburten	als	 in	der	Kontrollgruppe.	Dies	wirft	die	Frage	auf,	ob	TUDCA	sogar	
protektiv	 gegen	 Frühgeburten	ohne	Amnioninfektionssyndrom	helfen	 könnte.	 Zhang	et	 al.	
fanden	neue	bisher	unbekannte	genetische	Assoziationen	in	Bezug	auf	Frühgeburten	[126].	
Daher	wäre	es	sehr	interessant	zu	wissen	wie	sich	TUDCA	in	Bezug	auf	die	drei	identifizierten	
Genloci	 auswirken	würde.	Weitere	Hinweise	diesbezüglich	beschrieben	auch	 Lin	et	al.,	 die	
den	Einfluss	von	TUDCA	auf	Embryos	in	vitro	mit	anschließender	Implantation	in	eine	Amme	
untersuchten.	Lin	et	al.	beschrieben,	dass	die	Implantationsrate	und	die	Anzahl	an	lebenden	
Mausbabys	 bei	 der	 TUDCA-behandelten	 Gruppe	 signifikant	 erhöht	 war	 im	 Vergleich	 zur	
Kontrollgruppe	 [127].	 Diverse	 Publikationen	 bestätigten	 die	 Erkenntnis,	 dass	 TUDCA	 nicht	
toxisch	 ist	 und	 beschrieben	 sie	 als	 hydrophile,	 positiv	 wirkende	 Substanz	 [80].	 In	 dieser	
Arbeit	 war	 ausschließlich	 die	 Anzahl	 an	 infiltrierten	 Leukozyten	 in	 der	 Plazenta	 nach	 der	
alleinigen	 TUDCA-Applikation	 im	 Stadium	 E15	 –	 16	 signifikant	 höher,	 dies	 könnte	mit	 der	
ebenfalls	 erhöhten	 Anzahl	 an	 rollenden	 Leukozyten	 in	 diesem	 Stadium	 in	 Verbindung	
gebracht	 werden.	 Eine	 biologische	 Erklärung	 liegt	 dafür	 nicht	 vor,	 zumal	 die	
Leukozytenadhäsion	 unbeeinflusst	 blieb.	 Denkbar	 ist	 ein	 Fehler	 in	 der	 Auszählung	 der	
Leukozyten.	






Fall	 TLR4.	 Die	 Aktivierung	 der	 nachfolgenden	 Signalkaskade	 sorgt	 unter	 anderem	 für	 die	
Produktion	pro-inflammatorischer	Mediatoren	wie	beispielsweise	diverser	Zytokine	wie	z.	B.	
TNFα,	 IL-1β	 oder	 Interferone	 [128].	 Durch	 die	 LPS-Applikation	 werden	 ebenfalls	
Adhäsionsmoleküle	wie	 ICAM-1	hochreguliert	 [129],	 da	durch	 Zytokine	die	 Expression	 von	
Adhäsionsmolekülen	induziert	wird	[130].	Diese	Studien	unterstützen	die	bereits	erwähnten	
Untersuchungsergebnisse	der	vorliegenden	Arbeit	bzgl.	der	Effekte	der	LPS-Applikation.		
Der	 anti-inflammatorische	 Effekt	 von	 TUDCA	 konnte	 anhand	 der	 immunhistochemischen	
Analysen	von	ICAM-1	in	verschiedenen	Organen	auch	in	dieser	Untersuchung	reproduzierbar	
aufgezeigt	werden.	Die	anti-inflammatorischen	Wirkmechanismen	von	TUDCA	scheinen	sich	
daher	 auch	 auf	 die	 Expression	 von	 Adhäsionsmolekülen	 wie	 ICAM-1	 regulierend	
auszuwirken.	Die	Gallensäure	war	in	der	Lage	die	fetalen	und	maternalen	Plasmaspiegel	der	
pro-inflammatorischen	 Zytokine	 TNF,	 IFNy,	 MCP-1	 und	 IL-6	 in	 der	 LPS-induzierten	
Inflammation	zu	senken.	Durch	diese	Studie	wurde	evident,	dass	der	anti-inflammatorische	
Effekt	von	TUDCA	sogar	auf	der	Ebene	der	Zytokine	 im	Fetus	nachweisbar	 ist.	Die	Zytokin-
Expression	 wurde	 herunterreguliert,	 wodurch	 weniger	 Adhäsionsmoleküle	 exprimiert	
wurden	und	schlussendlich	weniger	Neutrophile	Granulozyten	adhärieren	können.	
Bei	der	Untersuchung	zellulärer	und	molekularer	Mechanismen	wurde	der	Schwerpunkt	auf	







spielen	 aufgrund	 der	 Funktion	 als	 zelluläre	 Adhäsionsmoleküle	 bei	 der	
Leukozytenrekrutierung	 eine	 wichtige	 Rolle	 [14].	 Es	 stellte	 sich	 allerdings	 als	 schwierig	
heraus	die	Inflammation	anhand	von	isolierten	Neutrophilen	in	vitro	darzustellen.	Es	gelang	
auf	 der	 Proteinebene	 eine	 signifikant	 höhere	Mac-1-Expression	 und	 auf	 der	mRNA-Ebene	
eine	 signifikant	 höhere	 LFA-1-Expression	 nach	 der	 LPS-Applikation	 nachzuweisen.	 Eine	
signifikante	TUDCA	bezogene	Reduktion	ließ	sich	nur	bei	der	LPS-induzierten	Expression	des	











somit	 statisch	 ist.	 Daher	 kann	 dessen	 Interaktion	 ausgeschlossen	 werden	 und	 die	







Die	 in	vitro-Methode	der	Mikroflusskammer	 ist	weit	verbreitet	 [22,	23,	28,	33,	133].	Da	es	
ein	in	vitro-Ansatz	ist	und	die	Zellen	aus	dem	Knochenmark	der	adulten	Maus	stammten	und	
nicht	mit	 LPS	 stimuliert	 wurden,	 ist	 der	 Versuch	 jedoch	 nicht	mit	 den	 bisherigen	 in	 vivo-
Daten	 aus	 der	 Intravitalmikroskopie	 vergleichbar.	 Nichtsdestotrotz,	 liefert	 er	 Hinweise	 auf	
die	 vermittelnde	 Rolle	 von	 Neutrophilen	 Granulozyten	 in	 der	 Kaskade	 TUDCA-induzierter	
anti-inflammatorischer	 Effekte.	 Aufgrund	 der	 oben	 genannten	 Unterschiede	 im	
Versuchsansatz	 (adulte	 Probe	 in	 vitro)	 ist	 ein	 sicherer	 Rückschluss	 für	 die	 fetalen	
Verhältnisse	nicht	möglich.	




Die	 Expression	 aller	 getesteten	Oberflächenproteine	 der	 Endothelzellen	waren	 durch	 eine	
LPS-Applikation	 induzierbar	 und	 durch	 eine	 zusätzliche	 TUDCA-Gabe	 reduzierbar.	 Es	 war	
bereits	 bekannt,	 dass	 durch	 eine	 in	 vitro-LPS-Stimulation	 die	 Expression	der	 endothelialen	
Marker	 erhöht	 wird,	 da	 diese	 bei	 der	 Immunabwehr	 eine	 Rolle	 spielen	 [134,	 135].	 Die	
Studien	von	Madjdpour	et	al.	unterstützen	die	Ergebnisse	der	vorliegenden	Arbeit	[136].	Sie	




einer	 LPS-Stimulation	 zunahm.	 Ebenfalls	 in	 humanen	 neonatalen	 dermalen	 lymphatischen	





MAECs	 deutlich	 gemacht.	 Es	 zeigte	 sich	 bei	 den	 meisten	 ausgewählten	
Inflammationsmarkern	 eine	 Reduzierung	 der	 Expression	 und	 somit	 eine	 anti-
inflammatorische	 Wirkung	 von	 TUDCA	 direkt	 auf	 die	 Endothelzellen.	 Der	 Grad	 der	
Stimulierbarkeit	 durch	 LPS	 der	 einzelnen	 Zytokine	 war	 unterschiedlich	 stark	 und	
dementsprechend	auch	der	Grad	der	Reduzierung	durch	 TUDCA.	Die	Höhe	der	 Expression	





Inflammation	 in	 diesen	 Zellen	 verhindern	 kann.	Aufgrund	des	 Erkenntnisgewinns	 bzgl.	 der	
Ergebnisse	 von	 TUDCA,	 lässt	 sich	 dies	 mit	 keinen	 bisher	 publizierten	 Ergebnissen	
vergleichen.	
Bei	den	Zytokinen	IL-6,	MCP-1	und	IFN-y	lag	eine	signifikante	Erhöhung	der	Expression	durch	






Von	 jedem	 Zytokin	 müsste	 individuell	 der	 beste	 Zeitpunkt	 in	 Bezug	 auf	 die	
Expressionsänderung	 und	 auf	 die	 Halbwertszeit	 gefunden	 werden,	 um	 den	
inflammatorischen	Effekt	besser	abbilden	zu	können	[138,	139].	Außerdem	ist	der	zeitliche	
Ablauf	der	Signalwege,	bis	es	zur	Regulation	der	Molekülexpression	kommt,	unterschiedlich	













von	 nicht	 oder	 fehlgefalteten	 Proteinen	 im	 ER	 entstehen,	 wodurch	 die	 UPR-Kaskade	
ausgelöst	werden	kann	[145].	Wenn	der	ER-Stress	nicht	behoben	wird,	kommt	es	im	Verlauf	
der	UPR-Kaskade	über	komplexe	Mechanismen	zur	Aktivierung	pro-inflammatorischer	Gene	
[146].	 Im	 Endeffekt	 kann	 dies	 zu	 schwerwiegenden	 gesundheitlichen	 Problemen	 wie	
beispielsweise	 kardiovaskulären	 Krankheiten	 führen	 [147].	 Es	 gibt	 neue	 wissenschaftliche	
Ansätze	die	Proteinfaltung	durch	chemische	Chaperone	wie	z.	B.	TUDCA	zu	stabilisieren,	um	
so	den	ER-Stress	zu	hemmen	[142].	Die	zugrunde	liegende	Hypothese	war	daher,	dass	durch	
die	Applikation	 von	 TUDCA	der	 ER-Stress	 gehemmt	wird	 und	 so	die	 Inflammation	 indirekt	
gelindert	werden	kann.	
Hinweise	für	LPS-induzierten	ER-Stress	ergaben	sich	im	Forschungsprojekt	in	der	maternalen	






membranständigen	 Rezeptoren	 aktiviert	 und	 die	UPR-Kaskade	wird	 initiiert.	 Über	 die	 drei	
Hauptwege	wird	über	diverse	Transkriptionsfaktoren	wie	unter	anderem	ATF4,	XBP1,	Casp12	
und	 CHOP	 über	 NfkB	 eine	 pro-inflammatorische	 Immunlage	 vermittelt.	 In	 dieser	 Arbeit	











und	 durchgehend	 eindeutige	 LPS-induzierte	 Hochregulation	 der	 ER-Stress-Moleküle,	 noch	
eine	eindeutige	Hemmung	durch	TUDCA.		
Allerdings	erwies	sich	die	Expression	der	Kontrollen	und	der	TUDCA/LPS-Gruppe	oftmals	als	
recht	 hoch.	 Die	 ER-Stress-Analysen	 fielen	 im	 Western	 Blot	 und	 der	 qPCR	 meist	 ohne	
signifikante	Unterschiede	zwischen	den	einzelnen	Behandlungen	aus.	Eine	Erklärung	für	die	
fehlenden	Signifikanzen	könnten	die	hohen	Standardabweichungen	z.	B.	aufgrund	geringer	
Fallzahlen	 oder	 starker	 Schwankungen	 der	 Versuchsbedingungen	 sein.	
Bemerkenswerterweise	 war	 eine	 leicht	 erhöhte,	 aber	 nicht	 signifikante	 Änderung	 der	
Expression	 nach	 einer	 TUDCA-Behandlung	 zu	 erkennen.	 Daher	 stellt	 sich	 die	 Frage,	 ob	
TUDCA	konträr	der	Erwartungen	nicht	den	ER-Stress	im	Feten	senkt	sondern	stattdessen	ihn	
möglicherweise	erhöht.	
Die	 Ergebnisse	 zeigten	 nicht	 die	 erwartete	 Stimulation	 durch	 LPS	 oder	 durch	 die	 ER-
















Die	 immunhistochemischen	 Analysen	 zeigten	 im	 Vergleich	 zu	Western	 Blot	 und	 qPCR	 die	
schlüssigeren	 und	 konsistenteren	 Expressionsmuster.	 Hierbei	 war	 bei	 den	 ER-Stress-





stand	 und	 noch	 keine	 gravierenden	 Auswirkungen	 auf	 die	 Expression	 der	 nachfolgenden	
Transkriptionsfaktoren	ATF4,	XBP1,	Casp12	und	CHOP	festgestellt	werden	konnten,	die	sich	
zeitlich	 später	 in	 der	 Kaskade	 befinden.	 Eine	 weitere	 Schwierigkeit	 bzgl.	 der	 Analyse	 von	
CHOP	ist	laut	Haataja	et	al.,	dass	viele	kommerziell	erhältliche	Antikörper	gegen	CHOP	einer	
Evaluation	bzgl.	ihrer	Spezifität	nicht	standhalten	[151].		
Die	 Ergebnisse	 deuten	 darauf	 hin,	 dass	 LPS	 organabhängig	 ER-Stress	 im	
Amnioninfektionsmodell	 induzieren	 kann.	 Im	 Erwachsenenalter	 beschreibt	 die	 große	
Mehrheit	 der	 Publikationen	 LPS	 als	 ER-Stressinduktor	 [149,	 152].	 Beispielsweise	 konnte	 in	




Arbeit	 [150].	 Ein	 Literaturvergleich	 der	 fetalen	Daten	 aus	 dem	Amnioninfektionsmodell	 ist	
allerdings	mangels	fetaler	in	vivo-Studien	schwierig.	
In	 der	 vorliegenden	 Arbeit	 war	 eine	 schlüssige	 und	 konsistente	 Hemmung	 des	 LPS-
induzierten	 fetalen	 ER-Stresses	 durch	 TUDCA	 nicht	 festzustellen.	 Da	 eine	 in	 vivo	 TUDCA-
Behandlung	 in	 der	 Fetalzeit	 kaum	 beschrieben	 ist,	 fällt	 eine	 Diskussion	 im	 Kontext	
vorangehender	Arbeiten	 schwer.	 Es	 gibt	 viele	 in	 vitro-Studien	 und	wenige	 in	 vivo-Studien,	
die	beschreiben	dass	TUDCA	einen	positiven	Effekt	 auf	den	ER-Stress	hat.	Die	Gallensäure	





zeigten,	 dass	 TUDCA	 einen	 positiven	 Effekt	 auf	 die	 Entwicklung	 durch	 Linderung	 des	 ER-
Stresses	 und	 somit	 der	 Apoptose	 hat	 [154].	 Ebenfalls	 konnte	 in	 humanen	 Plazentaproben	
eine	 Senkung	 des	 ER-Stresses	 durch	 TUDCA	 erreicht	 werden	 [155,	 156].	 Sigurdsson	 et	 al.	
konnten	 in	 einem	 in	 vitro-Modell	 mit	 fetalen	 Hepatozyten	 der	 Maus	 darlegen,	 dass	
Gallensäuren	die	Protein-Aggregation	und	somit	den	ER-Stress	lindern	können	[157].		
Zur	 Klärung	 der	 Rolle	 des	 Apoptose-induzierenden	 Transkriptionsfaktors	 CHOP	 [158]	 im	
Amnioninfektionsmodell,	 sollte	 das	 Überleben	 von	 CHOP-Knockout-Mäusen	 analysiert	





Maus	 andere	 Kompensationsmechanismen	 für	 ER-Stress	 existieren.	 Es	 ist	 bereits	 gut	
etabliert,	dass	der	Ca2+-Transport	 in	und	aus	dem	ER	eine	Vielzahl	zellulärer	Mechanismen	









weitere	 UPR-unabhängige	 Signalkaskade	 als	 Antwort	 auf	 den	 ER-Stress	 wurde	 von	
Varadarajan	 et	 al.	 beschrieben.	 Hierbei	 handelt	 es	 sich	 um	 eine	 Reorganisation	 der	 ER-
Membranen,	die	sich	in	einem	gestörten	ER-Transport	und	-Funktion	äußert	und	im	Zelltod	
endet	 [161].	Aus	diesen	Daten	wird	ersichtlich,	dass	es	durchaus	nach	erfolgtem	ER-Stress	
Apoptose-induzierende	 Mechanismen	 unabhängig	 der	 UPR-Kaskade	 und	 unabhängig	 von	







Gabe	 von	 LPS	 ebenfalls	 eingetreten	 sein,	 wodurch	 es	 keinen	 Unterschied	 bei	 der	
Überlebensrate	 zwischen	 den	 WT-	 und	 CHOP-Knockout-Mäusen	 gab.	 Dass	 heterozygote	
Nachkommen	 die	 Aussagekraft	 der	 Versuchsergebnisse	 stören,	 ist	 durch	 Knockout-
Inzuchtverpaarung	quasi	ausgeschlossen.	




und	 BiP	 durch	 TM	 und/oder	 TG	 beschrieben	 ist	 [169-171],	 lagen	 Vorarbeiten,	 die	 einen	
Einsatz	 in	 der	 Fetalzeit	 beschreiben,	 nicht	 vor.	 Im	Amnioninfektionsmodell	 ließ	 sich	 durch	
TM	 sowie	 TG	 ein	 fetaler	 ER-Stress	 nicht	 zuverlässig	 und	 einheitlich	 auslösen.	 Dies	 könnte	
unter	 anderem	 an	 falschen	 TM-/TG-Konzentrationen	 oder	 an	 ungeeigneten	 Analyse-
Zeitpunkten	liegen.	Ein	weiterer	Grund	könnte	eine	fehlende	Plazentagängigkeit	von	TM	und	




beispielsweise	 Kim	 et	 al.	 einen	 Effekt	 von	 LPS	 auf	 die	 Expression	 von	 CHOP	 in	 murinen	
Lungen	 [150].	 Hingegen	 zeigte	 die	 Studie	 von	 Woo	 et	 al.,	 dass	 eine	 Hochregulation	 der	
CHOP-Expression	 u.	 a.	 in	 der	 Milz,	 Niere	 und	 Leber	 von	 adulten	 Mäusen	 sowie	 in	
Makrophagen-	 und	 Fibroblasten-Zelllinien	 durch	 LPS-induzierten	 anhaltenden	 ER-Stress	
nicht	stattfand.	Dies	konnte	durch	einen	knockout	von	TLR4	sowie	durch	einen	knockout	von	
TRIF	 aufgehoben	 werden,	 sodass	 wieder	 eine	 Hochregulation	 stattfand	 [162].	 Ebenfalls	
stellte	diese	Arbeitsgruppe	dar,	dass	die	Translation	von	ATF4	durch	LPS	gehemmt	ist,	somit	
nicht	 stattfindet	 und	 diese	 Effekte	 durch	 die	 Hemmung	 von	 PERK	 nicht	 stattfanden.	
Hingegen	beschrieben	Nakayama	et	 al.	 gegenteilige	 Ergebnisse;	 nach	 ihnen	wird	 ebenfalls	
die	 PERK-Expression	 in	 murinen	Makrophagen	 durch	 LPS	 gehemmt	 [172].	 Insgesamt	 sind	
sehr	unterschiedliche	und	auch	widersprüchliche	Angaben	bzgl.	der	Effekte	von	LPS	als	ER-
Stressinduktor	 in	 der	 Literatur	 zu	 finden.	 Möglicherweise	 hängt	 es	 aber	 auch	 von	 den	






eine	 Induktion	 durch	 die	 LPS-Stimulation	 vorhanden	war.	 Für	 die	Moleküle	 IRE1α	und	BiP	
war	auch	wie	bereits	beschrieben	dieser	Trend	 in	den	Ergebnissen	dieser	Arbeit	 zu	sehen.	
Nakayama	et	al.	fanden	heraus,	dass	speziell	die	Konzentration	von	XBP1s	stark	zeitabhängig	
ist	 und	 möglicherweise	 daher	 zu	 dem	 Zeitpunkt	 der	 Organentnahme	 im	 Modell	 des	
Amnioninfektionssyndroms	 in	 dieser	 Arbeit	 nicht	 signifikant	 hochreguliert	 war.	 In	 den	




Jedoch	 die	 Arbeitsgruppe	 um	 Kawakami	 et	 al.	 führten	 in	 vivo-Versuche	mit	 schwangeren	
Mäusen	 durch,	 wodurch	 ein	 Vergleich	 möglich	 war.	 Hierbei	 stellte	 sich	 heraus,	 dass	
Tunicamycin	in	der	schwangeren	Maus	seine	Wirkung	zeigte	und	sich	auf	die	Größe	und	das	
Gewicht	 der	 Plazenta	 sowie	 der	 Feten	 auswirkte.	 In	 dieser	 Studie	 erhöhte	 sich	 die	 CHOP-	
sowie	 BiP-Expression	 in	 der	maternalen	 Leber,	 allerdings	 nicht	 in	 der	 fetalen	 Leber	 [173].	
Dieses	Ergebnis	wird	durch	die	in	dieser	Arbeit	gefunden	Erkenntnisse	gestützt.		
Denkbar	 ist	 schließlich	 auch,	 dass	 ER-Stress	 im	 Feten	 nicht	 durch	 die	 klassischen	






Konzentrationen	 im	 Pikogramm-Bereich	 hat	 TM	 in	 vitro	 positive	 Auswirkungen	 auf	 die	
Proliferation	von	Stromazellen.	Dieser	positive	Effekt	 ist	 konzentrations-	und	 zeitabhängig,	
denn	bei	einer	zu	hohen	Dosis	und	einer	zu	langen	Inkubationszeit	kehrt	sich	der	Effekt	ins	
Negative	um	und	TM	wirkt	sich	hemmend	auf	die	Zellproliferation	aus	[174].		








mTOR	 Signalwegs	 stabilisiert	 [175].	 Aus	 diesen	 Studien	 lässt	 sich	 schließen,	 dass	 sich	
chronischer	ER-Stress	negativ	auswirkt,	jedoch	milder,	zeitlich	begrenzter	ER-Stress	positive	
Effekte	 haben	 kann.	 Auch	 bei	 neurodegenerativen	 Erkrankungen	 wie	 Alzheimer	 wurden	







von	 Eisen	 verhinderte	 und	möglicherweise	 gegen	 die	 toxischen	 Effekte	 von	 Eisen	 auf	 die	
Oligodendrozyten	und	Mikroglia	entgegenwirken	konnte	[177].		
Zusammenfassend	 lässt	sich	sagen,	dass	bereits	 in	diversen	 in	vivo-Studien	positive	Effekte	
von	 TUDCA	 auf	 verschiedene	 Erkrankungen	 (z.	 B.	 Adipositas,	 Diabetes,	 Kolitis,	
Atherosklerose)	 aufgezeigt	 wurden	 [66,	 113-115]	 und	 TUDCA	 bereits	 für	 ausgewählte	
Erkrankungen	 (z.	 B.	 bei	 Gallensteinen)	 als	 Medikament	 eingesetzt	 wird	 [65].	 Die	 meisten	
Erkenntnisse	 bzgl.	 der	 Wirkweise	 von	 TUDCA	 stammen	 bisher	 aus	 in	 vitro-Studien	 oder	
Studien	mit	adulten	Mäusen.	Diese	zeigten	allerdings,	dass	die	Linderung	des	ER-Stresses	ein	
vielversprechender	Ansatz	ist,	um	diverse	Inflammationszustände	in	der	Fetalzeit	zu	lindern	
[152,	 178,	 179].	 Die	 neu	 gewonnenen	 Erkenntnisse	 aus	 der	 vorliegenden	 Arbeit	 könnten	
darauf	 hinweisen,	 dass	 auch	 im	 Amnioninfektionsmodell	 eine	 Verbesserung	 des	 fetalen	
Inflammationszustandes	durch	die	ER-Stress-Linderung	erlangt	werden	kann.	Aufgrund	der	





Im	besonderen	 Fokus	 standen	der	oxidative	 Stress	und	der	 TNF-Signalweg.	Diesbezügliche	







acid	 receptor	 1)-Rezeptor	 in	 den	 Fokus	 genommen.	 TGR5	 ist	 ein	 membranständiger	
Rezeptor,	der	in	verschiedenen	Zelltypen	vorkommt	[180]	und	an	den	Gallensäuren	wie	z.	B.	
TUDCA	direkt	binden	können	[181,	182].	TGR5	spielt	auch	eine	große	Rolle	in	Endothelzellen	
und	 somit	 auch	 bei	 der	 Leukozytenrekrutierung	 und	 Inflammation	 [183].	 So	 beschrieben	
beispielsweise	 Kida	 et	 al.	 eine	 reduzierte	 Adhäsion	 von	 Monozyten	 in	 vaskulären	
Endothelzellen	 [184].	 Eine	 Aktivierung	 dieses	 Zelloberflächenrezeptors	 induziert	 die	
Produktion	von	 intrazellulärem	cAMP	und	Calcium,	daran	 schließt	 sich	die	Aktivierung	des	
MAP-Kinase-Signalwegs	und	anschließend	die	 Internalisierung	des	Rezeptors	an	[181,	182].	
In	 diversen	 Studien	wurde	 deutlich,	 dass	 über	 diesen	 Rezeptor	 ein	 anti-inflammatorischer	
Effekt	 vermittelt	 werden	 kann	 [181]	 und	 dieser	 Signalweg	 sich	 ebenfalls	 positiv	 bei	
gastrointestinalen	 Schädigungen	 [185],	 Kolitis	 [186,	 187]	 sowie	 Stoffwechselerkrankungen	
wie	 z.	 B.	 Typ	 2-Diabetes	 auswirkt,	 indem	 die	 Sekretion	 von	 GLP-1	 aus	 den	 L-Zellen	 des	
Pankreas	 durch	 Aktivierung	 des	 TGR5-Rezeptors	 stimuliert	 wird	 [188].	 Die	 Verabreichung	
eines	TGR5-Agonisten	verbesserte	die	metabolische	Homöostase	sowie	die	Glukosetoleranz	
bei	fettreich	gefütterten	Mäusen	[189]	und	sorgte	für	eine	Reduktion	der	Zytokinspiegel	 in	
Makrophagen	 [190,	 191].	 TGR5	 wurde	 daraufhin	 mit	 den	 immunmodulatorischen	
Eigenschaften	 von	 Gallensäuren	 in	 Verbindung	 gebracht	 und	 in	 diesem	 Zusammenhang	
analysiert.		
In	 dieser	 Arbeit	 war	 TUDCA	 konzentrationsabhängig	 in	 der	 Lage	 die	 TGR5-mRNA	 in	
Neutrophilen	 Granulozyten	 signifikant	 und	 in	 MAECs	 zumindest	 tendenziell	 zu	 erhöhen.	
Yanguas-Casás	 et	 al.	 stellten	 in	 Mikrogliazellen	 der	 Ratte	 ebenfalls	 fest,	 dass	 durch	 eine	
alleinige	TUDCA-Applikation	die	TGR5-Expression	erhöht	wurde	 [192].	Möglicherweise	gibt	
es	 durch	 die	 TUDCA-Applikation	 ein	 positives	 Feedback	 und	 es	 wird	 die	 Expression	 des	
Rezeptors	 gesteigert.	 Die	 Erhöhung	 der	 mRNA-Konzentration	 würde	 für	 diese	 Hypothese	
sprechen.	 Allerdings	 finden	 sich	 bisher	 keine	 Hinweise	 in	 der	 Literatur	 bzgl.	 eines	
selbstregulierenden	Feedback-Mechanismus	von	TGR5.	Wan	&	Sheng	beschrieben,	dass	der	
nukleare	 Rezeptor	 FXR	 beispielsweise	 die	 Expression	 des	 TGR5-Gens	 im	 Darm	 der	 Maus	
induzieren	kann.	FXR	und	TGR5	sind	co-exprimiert	in	enteroendokrinen	L-Zellen	und	die	FXR-
Aktivierung	 veranlasst	 die	 TGR5-stimulierte	 Sekretion	 von	 GLP-1.	 Da	 die	 Expression	 des	
TGR5-Gens	 durch	 FXR	 transkriptionell	 reguliert	 wird,	 vermuten	 Wan	 &	 Sheng	 dass	 die	









Einsatz	 eines	 spezifischen	 TGR5-Inhibitors	 sollte	 hier	 Klärung	 verschaffen.	 Die	 mRNA-
Expressionen	 des	 TUDCA-Rezeptors	 TGR5	 auf	 den	 MAECs	 sowie	 auf	 den	 Neutrophilen	
Granulozyten	 ließen	 sich	 in	 diesem	 Projekt	 durch	 LPS	 offenbar	 nicht	 beeinflussen	 bzw.	
regulieren.	 Zur	 Prüfung	 der	 Hypothese,	 dass	 TGR5	 die	 anti-inflammatorischen	 TUDCA-
Effekte	 während	 LPS-induzierter	 Entzündungen	 vermittelt,	 wurde	 der	 spezifische	 TGR5-
Inhibitor	 SB756050	 [195]	 eingesetzt.	 Da	 der	 Inhibitor	 die	 anti-inflammatorischen	 TUDCA-
Effekte	in	diesem	Projekt	nicht	aufheben	konnte,	wurde	die	Hypothese	verworfen.	Allerdings	
sollte	 angemerkt	 werden,	 dass	 in	 Ermangelung	 von	 Vorarbeiten	 keine	 Vorkenntnisse	
bezüglich	 Zeitpunkt	 und	 Konzentration	 vorlagen	 und	 nur	 wenige	 Versuchsreihen	
durchgeführt	 wurden.	 Ferner	 ist	 der	 Inhibitorversuch	 nur	 an	 einem	 Zelltypen	 mit	 einem	
Readoutparameter	durchgeführt	worden	(ICAM-1	auf	MAECs).	
Die	 Studien	 von	 Su	 et	 al.	 unterstützen	 diese	 Erkenntnis,	 da	 sie	 herausfanden,	 dass	 in	 der	
Niere	 keine	Hochregulation	 von	 TGR5	 durch	 die	 LPS-Applikation	 vorhanden	war	 [196].	 Im	
Gegensatz	 dazu	 zeigten	 Yanguas-Casás	 et	 al.	 in	 Mikrogliazellen	 der	 Ratte,	 dass	 eine	
Hochregulation	der	 TGR5-Expression	durch	eine	 LPS-Stimulation	möglich	 ist.	 Sie	wiesen	es	
sowohl	auf	mRNA-	als	auch	auf	der	Proteinebene	nach.	Yanguas-Casás	et	al.	 verwendeten	
andere	Analyseparameter;	 sie	 inkubierten	die	Zellen	eine	Stunde	mit	TUDCA	und	24	h	mit	







LPS-Applikation	 gelang	 es	 eine	 Inflammation	 ähnlich	 dem	 klinischen	 Bild	 eines	 fetal	
inflammatory	response	syndrome	(FIRS)	auszulösen.	Ein	FIRS	kann	in	einer	fetal	verlaufenden	
Form	der	Sepsis	des	ungeborenen	Kindes	münden	[197,	198].	Im	AIS-Modell	war	es	möglich	
mehrere	 Facetten	 der	 fetalen	 Entzündung	 zu	 untersuchen,	 das	 Outcome	 der	 Mausfeten	
(Überleben	und	Frühgeburtlichkeit),	die	Leukozytenrekrutierung	unter	 in	vivo-Bedingungen,	





spiegelte	 sich	 anhand	 einer	 verbesserten	 Überlebenschance,	 einer	 gesenkten	
Frühgeburtenrate,	 einer	 niedrigeren	 Anzahl	 an	 adhärenten	 und	 infiltrierten	 Neutrophilen	




Die	 erhobenen	 Basisinflammationsdaten	 bzgl.	 der	 pro-inflammatorischen	 Effekte	 der	 LPS-
Stimulation	stimmen	mit	den	hauptsächlich	mittels	anderer	Methoden	erlangten	bisherigen	
publizierten	 Daten	 überein.	 Ein	 Erkenntnisgewinn	 bestand	 in	 der	 Erforschung	 des	 anti-
inflammatorischen	 Effekts	 von	 TUDCA	 in	 einem	 in	 vivo-Mausmodell,	 das	 einem	 klinischen	
Amnioninfektionsmodell	sehr	ähnelt.	
Obgleich	 der	 molekulare	 Mechanismus	 nicht	 genau	 aufgeklärt	 werden	 konnte,	 gibt	 es	
Hinweise,	 dass	 in	 der	 schwangeren	 Maus	 TUDCA	 den	 ER-Stress	 lindern	 kann,	 sodass	













(PKCs)	 und	 Mitogen-aktivierte	 Proteinkinasen	 (MAPK),	 oder	 aber	 durch	 Aktivierung	 der	










Auf	 der	 Basis	 der	 nachgewiesenen	 anti-inflammatorischen	 Effekte	 von	 TUDCA	 im	
Amnioninfektionsmodell	sollte	unter	Berücksichtigung	der	eingeschränkten	Übertragbarkeit	
des	Mausmodells	 auf	den	Menschen	der	Einsatz	 von	TUDCA	als	Prophylaxe	oder	Therapie	
eines	 Amnioninfektionssyndroms	 diskutiert	 werden.	 Vorgeschaltete	 Studien	 an	 höheren	
Säugetieren	sind	zu	diesem	Zweck	unerlässlich.	
Zudem	 sind	 weitere	 Studien	 zur	 Wirksamkeit,	 Sicherheit	 und	 dem	 molekularen	
Wirkmechanismus	 von	TUDCA	erforderlich.	Hierzu	 könnten	beispielsweise	die	 cAMP-	oder	
NO-Produktion	 gemessen	werden,	 da	diese	durch	 eine	Bindung	 von	TUDCA	an	den	TGR5-
Rezeptor	ansteigen	sollte.	Sehr	hilfreich	wären	Experimente	mit	einer	Mauslinie,	die	einen	
knockout	 von	 TGR5	 aufweist,	 sodass	 definitiv	 geklärt	 werden	 könnte,	 ob	 der	 anti-
inflammatorische	Effekt	von	TUDCA	über	diesen	Rezeptor	reguliert	wird.	
Zur	 besseren	 Vergleichbarkeit	 mit	 der	 klinischen	 Praxis,	 sollten	 ferner	 zusätzliche	
Experimente	 mit	 anderen	 Bakterienstämmen	 und/oder	 intakten	 Bakterien	 bzw.	 anderen	
Applikationsrouten	 (z.	 B.	 vaginale	 Inokulation)	 durchgeführt	 werden.	 Schließlich	 sind	
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Abbildung	 A	 1	 Überlebensstudie	 mit	 Lipoteichonsäure	 des	 gram-positiven	 Bakteriums	 S.	 aureus.	 Bei	
schwangeren	 C57Bl/6-TgN(EGFP-Ly)-Tgr-Mäusen	 wurden	 neun	 verschiedene	 Konzentrationen	 von	 LTA	 (3	 –	
100	mg/kg	KGW)	i.	p.	1–2	Mäusen	pro	Konzentration	injiziert	und	nach	16	h	mittels	Intravitalmikroskopie	A)	die	
Überlebensrate	der	Feten	(E15/16),	B)	die	Frühgeburtenrate	und	C)	die	Gewichtsveränderung	der	schwangeren	






Abbildung	 A	 2	 Überlebensstudie	 mit	 Peptidoglykan	 des	 gram-positiven	 Bakteriums	 S.	 aureus.	 Bei	
schwangeren	 C57Bl/6-TgN(EGFP-Ly)-Tgr-Mäusen	 wurden	 drei	 verschiedene	 Konzentrationen	 von	 PepG	
(500	µg/kg	KGW;	750	µg/kg	KGW;	1000	µg/kg	KGW)	i.	p.	 injiziert	und	nach	16	h	mittels	Intravitalmikroskopie:	
A)	 die	 Überlebensrate	 der	 Feten	 (E15/16),	 B)	 die	 Frühgeburtenrate	 und	 C)	 die	 Gewichtsveränderung	 der	
schwangeren	 Maus	 erhoben.	 Dargestellt	 sind	 die	 Mittelwerte	 +	 SEM	 von	 n	 =	 1	 getesteten	 schwangeren	






















































































































































































































































Abbildung	 A	 3	 Expression	 der	 Adhäsionsmoleküle	 ICAM-1,	 VCAM-1	 und	 E-Selektin	 von	 MAECs	 bei	
verschiedenen	 TUDCA-Konzentrationen.	 Der	 Aktivierungszustand	 der	 Maus-Aorta-Endothelzellen	 (MAECs)	
sollte	 auf	 mRNA-Ebene	 mittels	 RT-qPCR	 nach	 dreistündiger	 Inkubation	 mit	 100	 ng/ml	 LPS	 und	 einer	
unterschiedlichen	TUDCA-Konzentration	(0,25	–	8	mg/ml)	analysiert	werden.	Dargestellt	sind	die	Mittelwerte	+	
















































































































































































































































































Abbildung	 A	 4	 Anzahl	 der	 nicht	 vollendeten	 Geburten	 der	 Überlebensstudie.	 Bei	 schwangeren	 C57Bl/6-
TgN(EGFP-Ly)-Tgr-Mäusen	(Gestationsstadium	E13	–	17)	wurde	2x	NaCl	(Kontrolle);	3x	1000	mg/kg	TUDCA;	2x	
1	mg/kg	LPS;	3x	1000	mg/kg	TUDCA	&	LPS	2x	1	mg/kg	i.	p.	28	h,	20	h	und	4	h	vor	Versuchsende	injiziert.	Nach	







Abbildung	 A	 5	 Anzahl	 der	 Feten	 aus	 der	 Überlebensstudie.	 Bei	 schwangeren	 C57Bl/6-TgN(EGFP-Ly)-Tgr-
Mäusen	(Gestationsstadium	E13	–	17)	wurde	2x	NaCl	 (Kontrolle);	3x	1000	mg/kg	TUDCA;	2x	1	mg/kg	LPS;	3x	
1000	mg/kg	 TUDCA	&	 LPS	2x	1	mg/kg	 i.	 p.	 28	h,	 20	h	und	4	h	 vor	Versuchsende	 injiziert.	Dargestellt	 ist	 die	
Anzahl	 von	 Feten	 pro	 schwangere	 Maus.	 Die	 Werte	 aus	 n	 =	 5	 –	 17	 unabhängigen	 Experimenten	 sind	 als	
Mittelwerte	 +	 SEM	 dargestellt.	 Die	 Signifikanz	 wurde	 mittels	 Two-Way-Anova	 ermittelt	 und	 mit	 *p<	 0,05	
dargestellt.	

























































Versuchsende	 injiziert.	 Das	Gewicht	 der	 schwangeren	Mäuse	wurde	 vor	 sowie	 nach	 dem	Versuch	 bestimmt	
und	 die	 Differenz	 als	 Mittelwerte	 +	 SEM	 mit	 n	 =	 5	 –	 17	 schwangeren	 Mäusen	 pro	 Gestationsstadium	
dargestellt.	 Die	 Signifikanz	 wurde	 mittels	 Two-Way-Anova	 ermittelt	 und	 mit	 *p	 vs.	 Kontrolle	 #p	 vs.	 TUDCA	
<	0,05	dargestellt.	
	 	






































































	 	 	 	
Kontrolle	(2	x	NaCl)	 	 	 	
E14	 69	±	2	 1094	±	64	 397	±	25	
E15	 67	±	2	 1109	±	73	 313	±	18	
E16	 60	±	2	 952	±	46	 402	±	19	
E17	 61	±	2	 900	±	41	 437	±	22	
E18	 67	±	3	 966	±	65	 409	±	31	
LPS	(2x	0,25	mg/kg)	 	 	 	
E14	 76	±	3	 918	±	59	 323	±	16	
E15	 68	±	3	 954	±	56	 318	±	22	
E16	 62	±	3	 933	±	74	 382	±	28	
E17	 69	±	3	 924	±	58	 371	±	33	
E18	 77	±	3	 912	±	73	 301	±	34	
TUDCA	 (3x	 500	 mg/kg)	 +	
LPS	(2x	0,25	mg/kg)	
	 	 	
E14	 77	±	4	 1197	±	140	 390	±	42	
E15	 71	±	3	 1130	±	69	 397	±	33	
E16	 68	±	3	 1122	±	109	 369	±	34	
E17	 71	±	6	 1088	±	112	 349	±	41	
E18	 71	±	6	 843	±	83	 335	±	48	
TUDCA	(3x	500	mg/kg)	 	 	 	
E14	 66	±	6	 1104	±	121	 471	±	42	
E15	 65	±	5	 1139	±	122	 440	±	54	
E16	 59	±	5	 1207	±	143	 434	±	40	



















Abbildung	 A	 7	 Darstellung	 repräsentativer	 Immunfluoreszenzbilder	 der	 fetalen	 Lunge	 nach	 der	 Anfärbung	
von	 IRE1α	 (E17)	nach	der	Behandlung	mit	 2x	NaCl	 (Kontrolle);	 3x	500	mg/kg	TUDCA;	2x	0,25	mg/kg	 LPS;	 3x	
500	mg/kg	 TUDCA	 &	 2x	 0,25	 mg/kg	 LPS	 i.	 p.	 28	 h	 und/oder	 20	 h	 und	 4	 h	 vor	 der	 Intravitalmikroskopie.	
















Abbildung	 A	 8	 Darstellung	 repräsentativer	 Immunfluoreszenzbilder	 der	 fetalen	 Lunge	 nach	 der	 Anfärbung	
von	 BiP	 (E17)	 nach	 der	 Behandlung	 mit	 2x	 NaCl	 (Kontrolle);	 3x	 500	 mg/kg	 TUDCA;	 2x	 0,25	 mg/kg	 LPS;	 3x	
500	mg/kg	 TUDCA	 &	 2x	 0,25	mg/kg	 LPS	 i.	 p.	 28	 h	 und/oder	 20	 h	 und	 4	 h	 vor	 der	 Intravitalmikroskopie.	


















Abbildung	 A	 9	 Darstellung	 repräsentativer	 Immunfluoreszenzbilder	 der	 fetalen	 Lunge	 nach	 der	 Anfärbung	
von	 ATF4	 (E17)	 nach	 der	 Behandlung	mit	 2x	NaCl	 (Kontrolle);	 3x	 500	mg/kg	 TUDCA;	 2x	 0,25	mg/kg	 LPS;	 3x	
500	mg/kg	 TUDCA	 &	 2x	 0,25	 mg/kg	 LPS	 i.	 p.	 28	 h	 und/oder	 20	 h	 und	 4	 h	 vor	 der	 Intravitalmikroskopie.	

















von	 XBP1	 (E17)	 nach	 der	 Behandlung	mit	 2x	NaCl	 (Kontrolle);	 3x	 500	mg/kg	 TUDCA;	 2x	 0,25	mg/kg	 LPS;	 3x	
500	mg/kg	 TUDCA	 &	 2x	 0,25	 mg/kg	 LPS	 i.	 p.	 28	 h	 und/oder	 20	 h	 und	 4	 h	 vor	 der	 Intravitalmikroskopie.	
















von	 CHOP	 (E17)	 nach	der	Behandlung	mit	 2x	NaCl	 (Kontrolle);	 3x	 500	mg/kg	 TUDCA;	 2x	 0,25	mg/kg	 LPS;	 3x	
500	mg/kg	 TUDCA	 &	 2x	 0,25	 mg/kg	 LPS	 i.	 p.	 28	 h	 und/oder	 20	 h	 und	 4	 h	 vor	 der	 Intravitalmikroskopie.	















Abbildung	A	12	Proteinexpression	von	ER-Stressmarkern	 in	der	 fetalen	 Leber	 (Spalte	1)	und	 in	der	 fetalen	
Lunge	(Spalte	2).	Bei	schwangeren	C57BL/6-TgN(EGFP-Ly)-Tgr-Mäusen	(E16/17)	wurde	2x	NaCl	(Kontrolle);	2x	


















































































































































































































































































ist	 die	 Expression	 von	 IRE1α,	 PERK,	 ATF6,	 BiP,	 ATF4,	 XBP1,	 CHOP	 und	 Casp12.	 Der	 Aktivierungszustand	 der	
MAECs	wurde	 nach	 dreistündiger	 Inkubation	 (Kontrolle	 (PBS);	 TUDCA	 (2	mg/ml);	 Vorbehandlung	 TUDCA	 (2x	
2	mg/ml);	 LPS	 (100	 ng/ml);	 TUDCA	 (2	mg/ml)	 +	 LPS	 (100	 ng/ml);	 Vorbehandlung	 TUDCA	 (2x	 2	mg/ml)	 +	 LPS	
(100	ng/ml);	Tunicamycin	 (5	µg/ml);	Thapsigargin	 (5	µg/ml))	mittels	RT-qPCR	analysiert	und	als	Mittelwerte	+	


































































































































































































































































































































































Vorbehandlung	 TUDCA	 (2x	 2	mg/ml);	 LPS	 (100	 ng/ml);	 TUDCA	 (2	mg/ml)	 +	 LPS	 (100	 ng/ml);	 Vorbehandlung	
TUDCA	 (2x	 2	 mg/ml)	 +	 LPS	 (100	ng/ml);	 Tunicamycin	 (5	 µg/ml);	 Thapsigargin	 (5	 µg/ml))	 mittels	 RT-qPCR	









Abbildung	 A	 15	 Rolling	 Flux	 Fraction	 (%).	 Bei	 schwangeren	 C57Bl/6-TgN(EGFP-Ly)-Tgr-Mäusen	
(Gestationsstadium	 E13	 –	 17)	 wurde	 2x	 NaCl	 (Kontrolle);	 3x	 500	 mg/kg	 TUDCA;	 2x	 0,25	 mg/kg	 LPS;	 3x	































































































































Abbildung	 A	 16	 Intrauterines	 fetales	 Überleben	 A)	 sowie	 Frühgeburtenrate	 B)	 von	 CHOP-/--Mäusen.	 Bei	
schwangeren	 CHOP-/--(B6.129S(Cg)-Ddit3tm2.1Dron/J)-Mäusen	 und	 WT-Mäusen	 (Gestationsstadium	 E16/17)	
wurde	2x	1	mg/kg	LPS	i.	p.	28	h,	20	h	und	4	h	vor	Versuchsende	injiziert.	Das	intrauterine	fetale	Überleben	zum	
Versuchsende	wurde	als	Mittelwerte	+	SEM	mit	n	=	7	unabhängigen	Experimenten	dargestellt.	Die	Signifikanz	
wurde	mittels	t-test	mit	*p<	0,05	ermittelt.	
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